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序   論  
 
近年，日本や欧米を始めとする先進国では各種アレルギー（ダニアレルギー，花粉
アレルギー，食物アレルギーなど）の患者数が年々増加しており，大きな社会間題と
なっている．厚生労働省の調査では，日本人の約 3 人に 1 人（3,000～4,000 万人）が
何らかのアレルギー様症状を持つとされている（中川ら，1994）．先進国におけるアレ
ルギー患者の増加は，遺伝的要因に加え環境要因が大きいといわれている．例えば，
大気汚染，居住環境の変化，肉体的および精神的ストレスの増加，食生活の欧米化な
ど，様々な環境要因をあげることができる（中川ら，1994）．本研究で対象とする食物
アレルギーは，「原因食物を摂取した後に免疫学的機序を介して生体にとって不利益な
症状（皮膚，粘膜，消化器，呼吸器などの炎症反応）が惹起される現象」と定義され
る．日本における食物アレルギー患者は約 300 万人と推定されており（安達ら，2008），
花粉症やダニアレルギーと比べると患者数は少ないが，健康の維持に必須である食物
が原因になるだけでなく，アナフィラキシーショックにより死亡する危険性もあるの
で，他のアレルギー疾患以上に問題は深刻である．そこで，アレルギーを誘発する原
材料を含む食品に起因する健康被害を未然に防止するため，アレルギー物質を含む加
工食品はそれを原材料として含むことを表示する制度（アレルギー表示制度）が平成
14 年より本格的に開始された（厚生労働省. 食品衛生法施行規則及び乳及び乳製品の
成分規格等に関する省令の一部を改正する省令等の施行について. 平成 13 年 3 月 15
日付け食発第 79 号厚生労働省医薬局食品保健部長通知）．日本では魚介類の消費量が
多いことから，食物アレルギーの原因食物として魚介類も主要な項目の一つとなって
いる．このため，アレルギー表示制度においても，多くの魚介類がその対象となって
いる（塩見，2003）．アレルギー表示制度の円滑な運用のためには信頼性ある試験法の
確立が必要不可欠であることを考慮し，本研究では魚介類（甲殻類，頭足類，魚類）
検知法の開発を目指して開始した．ここではまず，本研究の背景として「食物アレル
ギーの発症メカニズム」，「アレルギー表示制度の概要」，「魚介類のアレルゲン」，「ア
レルギー物質の検査方法」を紹介し，次いで本研究の目的と概要を述べる． 
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本研究の背景 
 
1．食物アレルギーの発症メカニズム  
アレルギー反応は，Ⅰ型（即時型），Ⅱ型（細胞傷害型），Ⅲ型（免疫複合型），Ⅳ型
（遅延型）に分けられ，食物アレルギーのほとんどがⅠ型の免疫学的機序によると考
えられている（伊藤，1993）．Ⅰ型アレルギーは即時型アレルギーと呼ばれ，IgE（免
疫グロブリン E）依存型の反応を示す．食物アレルゲンはタンパク質であり，その多
くは消化酵素によってペプチドやアミノ酸に分解されて腸管から吸収される．しかし，
一部のアレルゲンタンパク質は消化されずにそのまま，あるいは不完全消化により大
きなペプチドとして吸収されることがある．アレルギーを起こす患者においては，吸
収されたアレルゲンタンパク質は腸管免疫系によって異物として認識されて抗原提示
細胞内に取りこまれ，その情報が T 細胞（胸腺由来リンパ球）に提示される．情報を
受け取った T 細胞は活性化されてヘルパーT 細胞になり，様々なサイトカイン（細胞
間情報伝達タンパク質）を産生し，一連の免疫反応を引き起こす．ヘルパーT 細胞に
は Th1 細胞と Th2 細胞があるが，Ⅰ型アレルギーの場合には Th2 細胞が優勢になり，
サイトカインとしては主にインターロイキン 4（IL-4）を産生する．Th2 細胞が産生し
た IL-4 により B 細胞（骨髄由来リンパ球）が活性化されると，B 細胞はアレルゲン特
異的 IgE 抗体を産生する．この特異的 IgE 抗体は全身に存在する肥満細胞上の IgE 受
容体に結合して感作が成立する．同じアレルゲンが再度腸管から吸収されると，アレ
ルゲンは肥満細胞上の特異的 IgE 抗体に架橋結合する．これにより肥満細胞内にシグ
ナルが伝達され，ヒスタミンなどの化学伝達物質が細胞外に放出されて，蕁麻疹，湿
疹，下痢，喘息などのアレルギー症状が誘発される（伊藤，1993）．  
2．アレルギー表示制度の概要 
2．1．食品表示の概要 
食品の表示に関しては多くの法律（食品衛生法，JAS 法，景品表示法，健康増進法，
不正競争防止法，計量法）が関係しているが，主な表示については食品衛生法と JAS
法に定められている（西嶋，2008）．食品衛生法では，食品安全に関わる項目として「食
物アレルギー」，「添加物」などの情報が義務付けられている．JAS 法では，食品安全
に直結しない「原材料名」，「原産地」など消費者が食品を選択する際に必要な情報が
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義務付けられている．さらに，食品衛生法と JAS 法の双方で定めている項目としては
「食品の名称」，「遺伝子組み換え」，「期限表示」，「保存方法」などがある．このよう
に，食品の表示に関しては消費者へのわかりやすい情報提供を行うという観点から，
表示項目を一括して枠内に表示することが義務付けられており，消費者が購入時に一
目で内容を確認できるようになっている．なお，アレルギー表示制度に関する業務は
厚生労働省の管轄であったが，平成 21 年 9 月 1 日より消費者庁へ移管され食品衛生法
や健康増進法の規定に基づく食品の表示に関する制度の業務が行われている（消費者
庁. アレルギー物質を含む食品の検査方法について. 平成 22 年 9 月 10 日付け消食表第
286 号消費者庁次長通知）． 
2．2．アレルギー表示制度の概要 
食物アレルギーを防止するには，原因食物を摂取しないことが最善の策であること
から，加工食品に原材料表示が適正に行われることで食物アレルギー患者の食品を選
択する幅が広がる．このような背景から，平成 13 年 4 月の食品衛生法関連法令の改定
（厚生労働省. 食品衛生法施行規則及び乳及び乳製品の成分規格等に関する省令の一
部を改正する省令等の施行について. 平成 13 年 3 月 15 日付け食発第 79 号厚生労働省
医薬局食品保健部長通知）に伴い，アレルギー表示制度が平成 14 年 4 月より世界に先
駆けて本格的に開始された（穐山ら，2002）．アレルギー表示制度では，表示対象品目
は特定原材料（重篤度・症例数が多いため，その表示が義務付けられている品目）と
特定原材料に準ずる表示奨励品目（過去に一定の頻度でアレルギーの発症が確認され
ているため，表示が奨励されている品目）にわけられているが，現時点（平成 23 年 11
月）では前者は 7 品目，後者は 18 品目となっている（Table 1）．制度開始当初は，特
定原材料は Table 1 から「えび」，「かに」を除いた 5 品目，表示奨励品目は Table 1 に
「えび」，「かに」を加えて「バナナ」を除いた 19 品目であった．食物アレルギー患者
が安全に食品を選べるように適宜見直しが行われ，平成 16 年 12 月に「バナナ」が表
示奨励品目に追加され（厚生労働省. 食品衛生法施行規則及び乳及び乳製品の成分規
格等に関する省令の一部を改正する省令等の施行について. 平成 16 年 12 月 24 日付け
食安発第 1224002 号厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知），最近では「えび」，「か
に」が平成 17 年即時型食物アレルギー全国モニタリング調査（海老澤ら，2006）にお
いて相当数の発症件数が認められたことから，平成 20 年 6 月より特定原材料に格上げ
 4
された（厚生労働省. 食品衛生法施行規則の一部を改正する省令の施行について. 平成
20 年 6 月 3 日付け食安発第 0603001 号厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知）．モ
ニタリング調査における原因食物の 9 割以上は，Table 1 に示した 25 品目で占められ
ている．アレルギー症状を誘発する抗原量は総タンパク質として，mg/mL（g）濃度レ
ベルは確実に誘発，µg/mL（g）濃度レベルは誘発に個人差がある，ng/mL（g）濃度レ
ベルではほぼ誘発しないと考えられていることから，数µg/mL（数µg/g）濃度レベル以
上の特定原材料等の総タンパク質量を含有する食品については表示が必要と判断され，
10 ppm（10 µg/g）が基準値とされている（Akiyama et al., 2011）． 
 
Table 1．Allergenic ingredients designated by MHLW of Japan a) 
Offending foods  Reasons 
Specific allergenic ingredients 
Mandatory by ministerial ordinance  
(seven ingredients) 
 Egg, milk, wheat, buckwheat, peanut, 
shrimp/prawn and crab 
 
Many cases has been reported. 
Could be serious symptoms and could be 
died. 
Subspecific allergenic ingredients 
Recommended by ministerial notification  
(eighteen ingredients) 
 Abalone, squid, salmon roe, orange, 
kiwifruit, beef, walnut, salmon, mackerel, 
soybean, chicken, banana, pork, Matsutake 
mushroom, peach, yam, apple and gelatin 
 
Less cases reported in a certain frequency. 
Research should be continued for indication 
obligation. 
a) Based on the Notification of March 15, 2001 and the newest Notification of June 3, 2008 
from the Department of Food Safety, Ministry of Health, Labor, and Welfare (MHLW) of 
Japan. 
 
アレルギー表示に関しては，平成 11 年 6 月の FAO（国連食糧農業機関）/WHO（世
界保健機関）合同食品規格委員会（コーデックス委員会）総会において，8 品目が表示
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対象品目として合意された．8 品目のうち 2 品目（甲殻類，魚類）は魚介類で，魚介類
アレルギーは世界的にも重要であることが伺える．わが国のアレルギー表示制度にお
いても，特定原材料 7 品目中 2 品目（えび，かに），特定原材料に準ずるもの 18 品目
中 5 品目（あわび，いか，いくら，さけ，さば）が魚介類である．なお，諸外国にお
ける魚介類のアレルギー表示状況であるが，米国，EU，オーストラリア，ニュージー
ランドなどでは甲殻類と魚類が，韓国では「かに」と「さば」が表示対象品目となっ
ている． 
3．魚介類のアレルゲン 
3．1．甲殻類のアレルゲン 
甲殻類は上述の平成 17 年即時型食物アレルギー全国モニタリング調査において，原
因食物として第 5 位，ショック症状を誘発した原因食物では特定原材料（卵，乳，小
麦，そば，落花生）に次ぐ第 6 位であった（海老澤ら，2006）．また，年齢群別（0 歳，
1 歳，2～3 歳，4～6 歳，7～19 歳，20 歳以上）の初発症例の原因食物では，7～19 歳，
20 歳以上の群で甲殻類（えび，かに）が第 1 位であった（Table 2）．このような甲殻類
アレルギーの主要な原因物質はトロポミオシンであることが，甲殻類全般で確認され
ている（Hoffman et al., 1981; Reese et al., 1999; Motoyama et al., 2007）．トロポミオシン
は分子量 3.5～3.8 万のサブユニット 2 つからなる 2 量体で，アクチン，トロポニンと
ともに細い筋原繊維を構成している加熱に対して安定なタンパク質である（Hoffman et 
al., 1981; Reese et al., 1999）．各種甲殻類（えび類，ざりがに類，かに類）の間では，ト
ロポミオシンのアミノ酸配列の相同性は 90%以上と非常に高い（Motoyama et al., 2007）．
また，日本標準商品分類上，「その他の甲かく類（おきあみ類）」に含まれるナンキョ
クオキアミのトロポミオシンも，えび類，かに類のトロポミオシンと 90%以上の配列
相同性が報告されている（Motoyama et al., 2008）．各種甲殻類のトロポミオシンはアミ
ノ酸配列の相同性が非常に高いので，互いに抗原交差性を示す（Leung et al., 1996; 
Motoyama et al., 2007）．一方，甲殻類以外のトロポミオシンとのアミノ酸配列相同性は，
ブラウンシュリンプとの比較で，甲殻類と同じ節足動物であるゴキブリ類，ダニ類が
約 80%，軟体動物のたこ類，いか類，貝類が 60%程度で，いずれも抗原交差性が確認
されている（Santos et al., 1999; Ayuso et al., 2002; Motoyama et al., 2006; Emoto et al., 
2009）．脊椎動物の鳥類，哺乳類もアミノ酸配列の相同性は 60%程度であるが，抗原交
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差性は確認されていない（Leung et al., 1996）．アレルギー表示制度において，「えび」
の範囲は日本標準商品分類の分類番号 7133 えび類（いせえび･ざりがに類を除く）と
7134 いせえび・うちわえび・ざりがに類，「かに」の範囲は 7135 かにで，7136 その
他の甲かく類は範囲外となっている．全体として「えび」および「かに」の表示範
囲は，生物学的に十脚目に分類される甲殻類をその対象としている． 
 
Table 2．Immediate type of food allergy cases in 2005 (n=1356) a) 
Rank <1 year 1 year 2-3 years 4-6 years 7-19 years ≥20 years 
1 
Egg 
59% 
Egg 
40% 
Egg 
22% 
Egg 
16% 
Crustacean 
21% 
Crustacean 
20% 
2 
Milk 
24% 
Fsih roe 
14% 
Fish roe 
13% 
Fruits 
14% 
Fruits 
18% 
Wheat 
18% 
3 
Wheat 
7% 
Milk 
11% 
Milk 
11% 
Buckwheat 
12% 
Egg 
16% 
Fruits 
15% 
4   
Peanut 
9% 
Peanut 
10% 
Fish roe 
10% 
Buckwheat 
9% 
Fish 
11% 
5   
Fish 
7% 
Buckwheat 
8% 
Crustacean 
8% 
Fish 
7% 
Egg 
7% 
Total 90% 81% 64% 60% 71% 71% 
a) Bulletin of Health and Labor Science Reseach Grants for Reseach on Food Safety from the 
MHLW of Japan in 2006. 
 
3．2．頭足類のアレルゲン 
 頭足類の「いか」は平成 13，14 年度に行われた食物アレルギー全国モニタリング調
査において，魚介類における即時型食物アレルギーの症例数では「えび」，「いくら」，
「かに」に次いで多く，アナフィラキシーショックを誘発した例も確認された（海老
澤ら，2004）．また，平成 17 年度の調査においてはショック症状のような重篤例は認
められなかったが，「いくら」，「えび」，「かに」，「まぐろ」，「たい」に次ぐ症例数が確
認された（海老澤ら，2006）．このように，「いか」は一定の頻度で症例数が確認され
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ていることから表示奨励品目に指定されている．「いか」の主要アレルゲンは甲殻類と
同じトロポミオシンである（Miyazawa et al., 1996; Motoyama et al., 2006）．頭足類（い
か類，たこ類）間でのトロポミオシンのアミノ酸配列の相同性は 92～96%と非常に高
く，頭足類と同じく軟体動物に分類される貝類とは 70～82%，甲殻類とは 63～64%で
あった（Motoyama et al., 2006; Emoto et al., 2009）．このようなアミノ酸配列の相同性の
高さから，頭足類間（三宅ら，1987; Motoyama et al., 2006），頭足類と他の軟体動物間
（Ishikawa et al., 2001），頭足類を含めた軟体動物と甲殻類との間（Leung et al., 1996）
での抗原交差性が確認されている．  
3．3．魚類のアレルゲン 
魚類アレルギーは特に成人で多く，平成 17 年に行われた即時型食物アレルギー全国
モニタリング調査において，20 歳以上では，甲殻類，小麦，果実類に次ぐ第 4 位の原
因食物となっている（海老澤ら，2006; Table 2）．北欧では古くから魚類アレルギー，
特にタラ類 Gadus callariasのアレルギーが有名で，魚類のアレルゲン研究は G. callarias
で精力的に行われ，主要アレルゲンはパルブアルブミンであることが明らかにされた
（Elsayed et al., 1971a, 1975）．その後，ウナギ（Shiomi et al., 1999），サケ（Lindstrøm et al., 
1999），マアジ（Shiomi et al., 1998），サバ類（Hamada et al., 2003），メバチ（Shiomi et al., 
1999）など多くの魚種においても，パルブアルブミンが主要アレルゲンとして単離同
定されている．パルブアルブミンは分子量 10～14 kDa の筋形質タンパク質で，水溶性
および熱安定性が高くカルシウム結合能をもっている（Elsayed et al., 1971b）．脊椎動
物特有のタンパク質で，魚類と両生類の筋肉に特に多く含まれている（Kretsinger et al., 
1973）．各種魚類およびカエル類に含まれるパルブアルブミンのアミノ酸配列の相同性
は 70～80%と高く，各種魚類間だけでなく魚類とカエル（両生類）の間でも抗原交差
性を示すことが明らかにされている（Hamada et al., 2004a）．魚類には血合筋と普通筋が
存在するが，パルブアルブミンの含有量は血合筋の方がかなり低いことが報告されて
いる（Kobayashi et al., 2006）．また，魚種の間でも含有量に大きな差があり，500 倍以
上異なる場合もある（Kuehn et al., 2010）．アレルギーの発症に関わる IgE 結合エピト
ープについては，Ca2+除去によって高次構造が変化するだけでなく患者血清との反応
性が著しく低下することから，Ca2+との結合によって保持されている高次構造が重要
であると考えられている（Swoboda et al., 2002; Tomura et al., 2008）． 
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4．アレルギー物質の検査方法 
アレルギー表示制度の開始とともに適正な表示を行うための特定原材料の検査方法
が，平成 14 年 11 月に厚生労働省通知法（通知法）より，定量検査法として ELISA 法
（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay），定性検査法として PCR（Polymerase Chain 
Reaction）法またはウェスタンブロット法（WB 法）が示された（厚生労働省. アレル
ギー物質を含む食品の検査方法について. 平成 14 年 11 月 6 日付け食発第 1106001 号厚
生労働省医薬食品局食品安全部長通知）．これらの検査法は卵，乳，小麦，そば，落花
生で市販化されており，ELISA 法については Table 3 に示したサンドイッチ ELISA 法
を測定原理とした 3 種類が開発されている．操作方法はキットによって若干異なるが
概ね Table 4 に示した方法で行われる．各種 ELISA キットについて，日本ハム株式会
社の FASTKIT シリーズは複合抗原を認識するポリクローナル抗体を利用しており幅
広い反応性が特徴である．株式会社森永生科学研究所の FASPEK シリーズは単一抗原
を認識するポリクローナル抗体を利用して特異性を向上させている．プリマハム株式
会社アレルゲンアイシリーズはモノクローナル抗体を利用してさらに特異性を向上さ
せている．これらの ELISA 法に用いる標準品については，原料および抽出方法を含め
て規格化されて共通の標準品を用いることとなっている．表示の必要性は食品中に含
まれる特定原材料の総タンパク質濃度により判断されることから，標準品は特定原材
料の総タンパク質濃度で値付けされている．したがって，上述のように測定対象タン
パク質が異なる ELISA 法で検査した場合も，同一のものさしを用いることで結果の整
合性が取れるようになっている．通知法に示されている検査方法は，まず上述の特性
の異なる ELISA 法から 2 種類を用いて定量スクリーニングを行い，両法で得られた結
果と製造記録の確認に基づいて，表示が適正か判断される．しかし，ELISA 法は定量
が可能な反面，測定対象タンパク質が近縁種ではアミノ酸配列の相同性が高いことか
ら交差反応が起こることがある．そのため，ELISA 法の結果と製造記録から判断が不
可能な場合は，測定対象物質を特異的に検出可能な PCR 法や WB 法による定性検査法
（確認検査）を行うことになっている．PCR 法は，標的となる DNA 上の特定の領域
を PCR 反応により増幅し，標的 DNA を特異的に検出する方法である．小麦の場合，
ELISA 法では大麦やライ麦といった近縁種と強く交差反応を起こして鑑別が困難であ
るが，PCR 法では特異的に検出が可能である．一方，卵の場合は鶏卵と鶏肉の遺伝子
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が同一であるため，PCR 法では鑑別が不可能である．同様に乳の場合も乳と牛肉の遺
伝子は同一で識別できない．したがって，卵および乳の確認検査には WB 法が用いら
れる．WB 法は，特定原材料タンパク質をポリアクリルアミドゲル電気泳動法で分離
し，PVDF 膜に転写した後，膜上で抗原抗体反応を行い，タンパク質を検出する方法
である．ELISA 法より感度は劣るが，分子量による情報が得られるという点で，特異
性は ELISA 法より高い． 
公定法に示されている方法は，高感度，特異性が高いなど性能に優れた方法である
が，予期せぬ食物アレルギー物質の混入や製造ラインを介したコンタミネーションな
どを回避するためには迅速な検査方法が有用であり，公定法が適さない場合もある．
このような需要にこたえる検査方法としてイムノクロマト法があり，自主検査として
広く利用されている．Table 4 に第 1 章で述べる甲殻類検知法を例として示したが，イ
ムノクロマト法は ELISA 法より感度や定量性の点で劣るが，Table 4 に示すように迅速
に結果を判定することが可能であるし，抽出操作に使用するミキサー以外の機器を必
要としない簡易な方法である． 
 
Table 3. Commercial ELISA kits for specific allergenic ingredients 
ELISA kits 
FASTKIT Ver.Ⅱ 
Series 
Nippon Meat Parkers, Inc. 
FASPEK KIT Series 
Morinaga Institute of 
Biological Sciences Co., Ltd. 
ALLERGENEYE 
ELISA Series 
Purima Meat Parkers, Ltd. 
 Target protein 
Egg 
Egg  
soluble protein 
Ovalbumin Ovalbumin 
Milk 
Milk 
soluble protein 
Casein Casein 
Wheat 
Wheat 
soluble protein 
Gliadin Gliadin 
Buckwheat 
Buckwheat 
soluble protein 
Soluble buckwheat 
protein mixture 
24-kDa protein 
Specific 
allergenic 
ingredient 
Peanut 
Peanut 
soluble protein 
Soluble peanut 
protein mixture 
Ara h1 protein 
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Table 4. Flowchart of procedures for two immuno assays. 
ELISA 
Lateral flow 
immunochromatographic assay 
Extraction procedure 
Sample 
↓-Grind into a homogeneous state 
1 g of the sample 
↓-Add 19 mL of the extraction buffer 
Shake for 12-24 hours at a room temperature (RT) 
↓-Centrifuge for 20 minutes at 3,000 × g  
Supernatant 
↓-Filter if necessary 
Sample extract 
↓-Dilute 19 : 1 with the dilution buffer  
Sample solution 
Extraction procedure 
Sample 
↓-Grind into a homogeneous state 
2 g of the sample 
↓-Add 38 mL of the extraction buffer 
Grind for 30 seconds × 3times  
↓-Centrifuge for 20 minutes at 3,000 × g  
Supernatant 
↓-Filter 
Sample extract 
↓-Dilute 1 : 1 with the dilution buffer  
Sample solution 
Assay procedure 
Antibody-immobilized plate 
↓-Add standard solution and sample solution 
↓100 µL/well 
Stir and stand for an hour at RT 
Wash (5 times) 
↓-Add enzyme-labeled antibody 
↓100 µL/well 
Stir and stand for an hour at RT 
Wash (5 times) 
↓-Add chromogenic substrate 
↓100 µL/well 
Stir and stand for 20 min at RT 
↓-Solution to stop the reaction 
↓100 µL/well 
Stir and read the optical densities 
 (450 nm/600-650 nm) 
Assay procedure 
Test plate 
↓-Add sample solution 
↓100 µL/test 
Stir and stand for 20 minutes at RT 
↓ 
Judgement 
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本研究の目的と概要 
 
アレルギーを誘発する食品原材料について適切な表示を行うためには監視が必要で
あり，適正な監視を行うには信頼性ある試験法の確立が必要となる．そのため，通知
法に収載されている定量検査法および定性検査法は，通知法に定められた基準を満た
すものを用いることとなっており，「卵」，「乳」，「小麦」，「そば」，「落花生」
の検知法が実用化されている．しかし，わが国におけるアレルギー原因食品として重
要な魚介類については，基準を満たしている検知法の報告はない．このようなことか
ら，適切な表示を行うための魚介類検知法の検討を開始した．検知法の測定系は，定
量スクリーニングを行えるELISA法の利用が多いことから，サンドイッチELISA法を測
定原理とした検知法の開発を目指した．検知法の基本性能はすでに実用化されている
上述の食物アレルゲン検知ELISA法（Matsuda et al., 2006; Morishita et al., 2008）を目標
として，以下のように設定した．  
・感度：検出限界0.78 ng/mL未満，定量限界2.5 ng/mL未満であること．実用化され
ているELISA法の測定範囲は0.78～50 ng/mLであり，表示の必要性は2.5 
ng/mL（ELISA法の測定値を食品中に含まれる総タンパク質濃度に換算す
ると1 ppm）で判断されることが多いことを考慮した． 
・特異性：近縁種以外（えび，かにの場合は甲殻類以外，いかの場合は頭足類以外，
魚類の場合は魚類以外）との交差反応性が表示の基準値（10 ppm）未満で
あること． 
・再現性（同時再現性，日差再現性）：変動係数（Coefficient of variation；CV値）
は10%未満であること（同時再現性は，測定者，試験場所，試料，方法は
同一で，同時に5回以上測定したときの再現性，日差再現性は，測定者，試験
場所，試料，方法は同一で，3日間以上測定したときの再現性と定義）． 
・加工食品に対する反応性が良好であること． 
さらに，通知法（厚生労働省. アレルギー物質を含む食品の検査方法について，別
添 5 アレルギー物質を含む食品の検査方法を評価するガイドライン. 平成 18 年 6 月
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22 日付け食発第 0622003 号厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知）では，“定量検
査法においては，試験室数 8 以上，試料数 5 以上（ただし，試料に含まれる特定原材
料タンパク質濃度レベルには，10 ppm を含むこと）で実施した試験室間バリデーショ
ンで，50%以上，150%以下の回収率及び 25%以下の室間精度であること”という基準
が示されている．本研究で開発した検査法については，実用化を視野に入れて，本基
準を満たすことも目標とした． 
食物アレルゲン検知 ELISA 法の有用性を評価する際，最も重要な点は加工食品に対
する反応性である．加工食品は加熱，加圧，凍結，乾燥，酸などタンパク質の構造や
性質を大きく変化させる変性を伴った処理が行われる．また，加工により食物アレル
ゲンは，他のタンパク質との重合などにより抽出が困難な場合があるため，既存の
ELISA 検知法で共通して用いられている抽出液には，効率良くタンパク質を可溶化さ
せるために高濃度の界面活性剤と還元剤が含まれている（Watanabe et al., 2005）．よっ
て，食物アレルゲン検知 ELISA 法に使用する抗体は，測定対象タンパク質に対する高
い特異性と，加工および高濃度の界面活性剤や還元剤で変性した食物アレルゲンに対
して良好に反応することが必要である．本研究ではこのことを念頭に置いて，第 1 章
ではブラックタイガーの主要アレルゲンであるトロポミオシンに対するモノクローナ
ル抗体とポリクローナル抗体を利用したサンドイッチ ELISA 系を構築し，各種食品中
の「えび」，「かに」を検知する甲殻類検知 ELISA 法として有用であることを明らかに
した．第 2 章では，第 1 章で開発した甲殻類検知 ELISA 法は頭胸部を含む非加熱の甲
殻類ではプロテアーゼの影響を受けるため，プロテアーゼの影響を回避できる加熱抽
出法を確立した．第 3 章では，スルメイカの主要アレルゲンであるトロポミオシンに
対するモノクローナル抗体とポリクローナル抗体を利用したサンドイッチ ELISA 系を
構築し，各種食品中の「いか」，「たこ」を検知する頭足類検知 ELISA 法として有用で
あることを示した．さらに第 4 章では，マサバの主要アレルゲンであるパルブアルブ
ミンに対するポリクローナル抗体を作製し，魚類全般を検知するサンドイッチ ELISA
法を開発した．本論文はこれらの結果をまとめたものである．なお，本論文内容につ
いては次のとおり公表済みまたは公表予定である． 
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第 1章 甲殻類検知 ELISA法の開発 
 
甲殻類に属する「えび」および「かに」は，平成 20 年 6 月より特定原材料に追加さ
れ，食物アレルギーの原因食物として重要性が高まっている．甲殻類アレルギーは多
くの研究報告から主要アレルゲンがトロポミオシンである（Hoffman et al., 1981; Reese 
et al., 1999; Motoyama etal., 2007）．トロポミオシンは加熱に対して安定なタンパク質で
あるので（Hoffman et al., 1981; Reese et al., 1999），加工食品においてもかなり残存して
いると考えられる．また，各種甲殻類（えび類，ざりがに類，かに類）のトロポミオ
シンのアミノ酸配列の相同性はお互いに 90%以上と非常に高いが（Motoyama et al., 
2007），その他の動物（軟体動物や脊椎動物）由来のトロポミオシンとの相同性は 80%
以下である．これらの状況を考慮すると，食品中の甲殻類を特異的に検出する ELISA
法の開発にあたっては，トロポミオシンを測定対象タンパク質として選択することが
好ましいと思われる．実際，トロポミオシンを測定対象タンパク質とした甲殻類に対
して特異性の高い ELISA 検知法に関する報告もあるが，加工食品における反応性につ
いては十分に検討されていない（Werner et al., 2007）．また，用いた抽出液の組成から，
わが国のアレルギー表示制度において求められている精度を満たしていないと判断さ
れた． 
本研究では，ブラックタイガーのトロポミオシンを免疫原とし，そのモノクローナ
ル抗体の作製において，各種甲殻類，軟体動物および昆虫のトロポミオシンとの反応
性を指標にしてクローンの選別を行うことにより，甲殻類トロポミオシンに特異的に
反応するモノクローナル抗体を得た．さらに得られたモノクローナル抗体をポリクロ
ーナル抗体と組み合わせてサンドイッチ ELISA 系の構築を試み，トロポミオシンを測
定対象タンパク質とした食品中に含まれる甲殻類を検知する方法を検討した． 
 
実 験 方 法 
 
 1．試料 
用いた 145 種類の食品（えび類，いせえび・うちわえび・ざりがに類，かに類，そ
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の他の甲かく類，いか類，たこ類，貝類，魚類，水産食品，生鮮肉類，海藻類，食用
鳥卵，乳，穀類，豆類，野菜，果実，きのこ類，香辛料，茶，ゼラチン：Table 1.2，
Table 1.3 参照）および 33 種類の加工食品（Table 1.6 参照）はスーパーマーケットなら
びに市場で購入した．2 種類のダニ抽出液（コナヒョウダニおよびヤケヒョウダニの抽
出液）は市販品（GREER Laboratories）を用いた．モデル加工食品としてシュウマイ，
クリームコロッケ，トマトソースを用いた．シュウマイは豚肉，でん粉，食塩，醤油
および小麦粉，クリームコロッケはバター，小麦粉，牛乳，食塩およびコショウ，ト
マトソースはオリーブオイル，たまねぎ，にんにく，ホールトマト，食塩およびコシ
ョウを原材料とし，日本水産（株）のレシピに従って製造した． 
2．トロポミオシンの精製 
精製トロポミオシンは 6 種類の甲殻類（ブラックタイガー：Penaeus monodon，クル
マエビ：Penaeus japonicus，アメリカンロブスター：Hommarua americanus，ズワイガ
ニ：Portunus trituberculatus，タラバガニ：Paralithodes camtschatica，ナンキョクオキア
ミ：Euphausia superba）および 7 種類の軟体動物（マダコ：Octopus vulgare，スルメイ
カ：Todarodes pacificus，クロアワビ：Haliotis discus discus，エゾバイ：Buccinum 
middendorffi，アサリ：Ruditapes philippinarum，ホタテガイ：Patinopecten yessoensis，
マガキ：Crassostrea gigas）より調製した．ブラックタイガー，クルマエビ，アメリカ
ンロブスターおよびナンキョクオキアミは尾部を，ズワイガニおよびタラバガニは脚
肉を，マダコ，スルメイカ，クロアワビ，エゾバイおよびホタテガイは軟体部の一部
（筋肉）を，アサリおよびマガキは軟体部全体（可食部）を試料とし，Greaser and Gergely
（1971）の方法に準じて筋原繊維タンパク質のアセトン粉末を調製した．アセトン粉
末は 1 mol/L KCl，0.1 mmol/L CaCl2 および 1 mmol/L ジチオスレイトールを含む 0.025 
mol/L トリス塩酸緩衝液（pH 8.0）で抽出後，Motoyama ら（2007）の方法に従って硫
安分画，等電点沈殿，TSKgel ODS-120T カラム（0.46 × 25 cm；トーソー）を用いた逆
相 HPLC によりトロポミオシンを精製した．得られた 13 種類の精製トロポミオシンは，
SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）を行い純度を確認した．SDS-PAGE
においては泳動装置に Xcell Sure Lock Mini-Cell（Invitrogen），泳動用バッファーに MES 
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SDS Running Buffer（Invitrogen），ゲルに NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gels（Invitrogen），泳
動用電源装置に Bio-Rad 3000Xi Computer Controlled Electrophoresis Power Supply
（Bio-Rad Laboratories）を用いた．各種精製トロポミオシンは，5% 2-メルカプトエタ
ノール，2% SDS を添加した 0.15 mol/L NaCl を含む 0.01 mol/L リン酸緩衝液，pH 7.4
（Phosphate Bufferd Saline；以下，PBS）に溶解し（終濃度 300 µg/mL），沸騰水浴中で
10 分間加熱変性後，10 µL をゲルにアプライして 200 V の定電圧で 35 分間の条件で泳
動を行った．分子量マーカーには SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard（Invitrogen）を用
いた．泳動後のゲルは 0.6% Coomassie Brilliant Blue R-250 で 10 分間染色し，その後 25% 
メタノール，1.2 mol/L 酢酸溶液を用いて 1 時間の脱色を 3 回行い明瞭な泳動像を得た． 
3．免疫原の調製 
 ブラックタイガー精製トロポミオシン 1 mg を，5% 2-メルカプトエタノール，2% 
SDS を含む PBS（pH 7.4）1 mL に溶解し，沸騰水浴中で 10 分間加熱後，PBS（pH 7.4）
で平衡化した PD-10 Desalting Column（8.3 mL，GE Healthcare）に添加してゲルろ過を
行った．吸光度（280 nm）を測定して 2 つの画分（1 番目の画分；ブラックタイガー
精製トロポミオシン，2 番目の画分；試薬成分）に分離したことを確認後，1 番目の画
分を回収し，事前に測定した未処理の 0.5 mg/mL ブラックタイガー精製トロポミオシ
ンにおける吸光度（280 nm）より求めた吸光係数と回収した画分の吸光度（280 nm）
よりタンパク質濃度を算出して PBS（pH 7.4）を用いて必要な濃度に調整した． 
4．抗体の作製 
ウサギ（日本白色種，雌，体重 3.0 kg，高杉実験動物）に 0.6 mg/mL ブラックタイ
ガー精製トロポミオシン溶液 0.5 mL とアジュバント（Freund’s Adjuvant, Complete，
Sigma）0.5 mL を混合して作製したエマルジョン 1 mL を 0，2，4，6，8 週に皮下へ免
疫し，9週間後に全採血することにより抗血清を取得した．抗血清をHiTrap Protein G HP
（1 mL，GE Healthcare）で精製してポリクローナル抗体を得た．さらに，ポリクロー
ナル抗体に Peroxidase Labeling Kit-NH2（Dojindo Laboratories）を用いてペルオキシダ
ーゼを標識して酵素標識抗体を作製した．モノクローナル抗体を作製するためには，
BALB/c マウス（雌，4 週齢，井上実験動物）に 1 mg/mL ブラックタイガー精製トロ
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ポミオシン溶液 0.1 mL，PBS（pH 7.4）0.35 mL，アジュバント（TiterMax Gold，Sigma）
0.45 mL を混合して作製したエマルジョン 0.9 mL を 0，10，20，30 日に皮下へ免疫し
た．35 日後に脾臓細胞とマウスミエローマ細胞を用いて，常法（Köhler et al., 1975）
に従って以下のようにハイブリドーマを作製した．マウスより脾臓を無菌的に摘出し，
脾臓を細切後，RPMI1640 培地（日水製薬）で洗浄して，ステンレスメッシュ（#200，
7cm × 7cm）と滅菌シャーレ（径 6 cm）を用いて破砕およびろ過を行い，脾臓細胞懸濁
液を得た．1,500 × g で 5 分間の遠心分離により脾臓細胞を集め，再度 RPMI1640 培地
で懸濁し細胞数をカウントした．この脾臓細胞懸濁液とマウスミエローマ細胞
（P3X63Ag8，DS Pharma Biomedical）懸濁液を細胞数が 5：1 になるように混合し，1,200 
× g で 5 分間の遠心分離を行い，ペレットを得た．このペレットに 50% ポリエチレン
グリコール（平均分子量 4,000）を滴下し細胞融合を行った．細胞溶液に RPMI1640 を
加えて希釈後、遠心分離（1,200 × g，5 分間）でペレットにした．このペレットに，ハ
イブリドーマ用培地（HAT 選択培地（Sigma），10% Fetal Bovine Serum（Thermo Fisher 
Scientific）を含む RPMI1640 培地）を加え，1 × 106 cells/mL となるように調製して 2
滴ずつ 96 ウェルの細胞培養用プレート（Nunclon，Thermo Fisher Scientific）2112 ウェ
ルに分注して培養を行い，培養上清を用いてスクリーニングを 2回に分けて実施した．
1 次スクリーニングとして，精製トロポミオシンとダニ抽出液を用いた間接 ELISA 法
を行った．使用したマイクロプレート（F8 Maxisorp Loose Nunc-Immuno Module，Thermo 
Fisher Scientific）は，甲殻類（ブラックタイガー，アメリカンロブスター，クルマエビ，
ズワイガニ，タラバガニ，ナンキョクオキアミ）のトロポミオシンとの反応強度を確
認するために，2 µg/mL の精製トロポミオシン溶液 100 µL を用いて 4℃で一晩（15 時
間）反応させて固相化した．次いで，BIO-WASHER 405RS（DS Pharma Biomedical）を
用いて PBS（pH 7.4）300 µL で洗浄を 2 回行った後，0.5% ウシ血清アルブミン（BSA），
0.05% アジ化ナトリウムを含む PBS（pH 7.4）150 µL を添加して 4℃で一晩（15 時間）
ブロッキングした． 
一方，甲殻類以外のトロポミオシンとの交差反応性を確認するために，軟体動物（マ
ダコ，スルメイカ，ホタテガイ，クロアワビ，アサリ，マガキ，エゾバイ）について
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は 100 µg/mL の精製トロポミオシン溶液を，ダニ抽出液は市販品の 5 倍希釈液を用い
て過剰に抗原を固相化し，上記と同様にブロッキングした．ブロッキング後，洗浄液
（0.05% Tween20 を含む PBS，以後の洗浄液はすべて同じ）で 5 回洗浄後，1 次抗体溶
液（ハイブリドーマ培養上清）を 50 µL 添加し，常温で 1 時間反応させた．洗浄後，2
次抗体溶液（1 µg/mL アルカリフォスファターゼ標識ウサギ抗マウス IgG，Biosource）
100 µL と常温で 1 時間反応させた．再度洗浄後，酵素基質溶液（2 mmol/L 4-アミノア
ンチピリン，4.5 mmol/L フェニルリン酸二ナトリウムを含む 0.025 mol/L 炭酸ナトリウ
ム緩衝液，pH 10.2）を 100 µL 添加し常温で 30 分間反応させた．0.8% 過ヨウ素酸ナト
リウム溶液（精製水に溶解）を 50 µL 添加して酵素反応を停止後，呈色をマイクロプ
レートリーダーSpectraMax 250（Molecular Devices；主波長 490 nm，副波長 650 nm）
で測定した．2 次スクリーニングは，未処理，SDS 溶液処理（終濃度 0.5%，100℃，5
分），加熱･加圧処理（121℃，60 分）した 4 種類の甲殻類（クルマエビ，アメリカンロ
ブスター，ズワイガニ，タラバガニ）の精製トロポミオシン（2 µg/mL）を用いて 1 次
スクリーニングと同様の方法で，マイクロプレートへの固相化および間接 ELISA 法を
行った．2 次スクリーニングで選択したクローンについて，1 cell/well となるように 96
ウェルの細胞培養用プレートに移し，BALB/c マウス胸腺細胞をフィーダー細胞として，
限界希釈法によるクローニングを行った．クローニングされたハイブリドーマの培養
には，10% Fetal bovine serum を含む RPMI1640 培地を用いた．腹水化は，BALB/c マウ
スにアジュバント（Pristane，MP Biomedicals）を 0.5mL 腹腔内に注射して，1 週間後
に 1 尾当たり 5 × 106 cells のクローニングされたハイブリドーマを接種した．腹水貯留
後，シリンジにより腹水を採取し，HiTrap Protein G HP に供して精製モノクローナル
抗体を作製した． 
なお，各章で行った動物実験は「実験動物の飼養及び保管等に関する基準（昭和 55
年 3 月総理府告示第 6 号）」を遵守し，日水製薬株式会社の内規に基づいて行った．  
5．標準溶液の調製 
ブラックタイガーの筋肉をホモジナイザー（ラボミルサーLM-2，大阪ケミカル）で
均一化し，凍結乾燥を行った．乾燥終了後，再びホモジナイザーで均一化して得たブ
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ラックタイガー筋肉の粉末（標準粉末）0.1 g を 0.5% SDS，2% 2-メルカプトエタノー
ル，1% Halt Protease Inhibitor Cocktail Kit（Halt Protease Inhibitor Cocktail + 0.5 mol/L 
EDTA Solution，Thermo Fisher Scientific）を添加した PBS（pH 7.4）20 mL と混合して
一晩振とう抽出（16 時間；ボルテックスシェーカーVR-36，タイテック，振とう回数
100 往復/分，振とう幅 3cm）を行った．抽出液を 10,000 × g で 30 分間遠心分離（himac 
CF7D，日立工機）して上清を回収し，孔径 0.8 µmのマイクロフィルタ （ーDISMIC-25cs，
Advantec）でろ過を行った．ろ液を 100℃で 10 分間加熱したものを標準溶液原液とし
た．タンパク質濃度は 2-D Quant kit（GE Healthcare）を用いて測定した．標準溶液原
液を 1次希釈として PBS（pH 7.4）で 10倍希釈し，2次希釈として 0.2% BSA，0.1% ProClin 
300 を含む PBS（pH 7.4）で 2 倍希釈し，さらに 3 次希釈として 0.5% BSA，0.1% ProClin 
300を含む PBS（pH 7.4）で適宜希釈して必要なタンパク質濃度の標準溶液を調製した． 
6．試料溶液の調製 
ホモジナイザーで均一化した試料 1 g に抽出液（0.5% SDS，2% 2-メルカプトエタノ
ール，0.1% BSA，0.05% Tween20 を含む 0.12 mol/L トリス塩酸緩衝液，pH 7.4）19 mL
を混合して，標準溶液と同様の条件で一晩振とう抽出を行った（Watanabe et al., 2005）．
次いで 3,000 × g で 20 分間遠心分離して上清を回収し，試料抽出液を得た．試料抽出
液を検体希釈液（1 mol/L NaCl，5 mmol/L EDTA，0.1% Tween20，0.5% BSA，0.1% ProClin 
300 を含む 0.05 mol/L リン酸緩衝液，pH 7.2）で 20 倍に希釈して試料溶液とした． 
7．測定方法 
甲殻類検知 ELISA 法の測定試薬として，モノクローナル抗体を固相化したマイクロ
プレート，酵素標識ポリクローナル抗体溶液（抗体濃度 0.7 µg/mL；溶媒，0.1% Tween20，
1% BSA，0.1% ProClin 300 を含む 0.01 mol/L MOPS 緩衝液，pH 7.0），標準溶液（「5．
標準溶液の調製」参照），検体希釈液（「6．試料溶液の調製」参照），洗浄液（「4．抗
体の作製」参照），酵素基質液（TMB One Compornent HRP Microwell Substrate，
SurModics），反応停止液（0.5 mol/L 硫酸）を調製した．モノクローナル抗体を固相化
したマイクロプレートは，抗体濃度で 25 µg/mL を含む 0.1 mol/L のリン酸緩衝液（pH 
6.0）100 µL によるモノクローナル抗体の固相化（4℃，15 時間），PBS（pH7.4）300 µL
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による洗浄（2 回），2% BSA，0.1% ProClin 300 を含む PBS（pH 7.4）200 µL によるブ
ロッキング（4℃，15 時間），洗浄液による洗浄（2 回），最後に凍結乾燥を行って調製
した．測定操作およびデータの解析は下記のように実施した． 
（1）操作：標準溶液を希釈して 0，0.78，1.56，3.13，6.25，12.5，25，50 ng/mL の
8 濃度を調製した．標準溶液の希釈には抽出液（「6．試料溶液の調製」参照）と検体希
釈液を 1：19 の割合で混合した溶液を用いた．マイクロプレートに 8 濃度の標準溶液
および試料溶液を 100 µL 添加した．常温で 1 時間反応させた後，洗浄液で 5 回洗浄し
た．次いで酵素標識抗体溶液を 100 µL 添加し，常温で 1 時間反応させた後，5 回洗浄
した．免疫反応を検出するために酵素基質液を 100 µL 添加し，常温で 20 分間放置後，
反応停止液を 100 µL 添加した．吸光度はマイクロプレートリーダーを用いて，主波長
450 nm，副波長 650 nm で測定した．検量線の上限を超えた試料溶液の定量値を求める
場合は，試料溶液をさらに 10～10,000 倍まで 10 倍階段希釈して希釈試験を実施した．
その際，希釈液には標準溶液の希釈と同様の溶液を用いた． 
（2）データの解析：データ解析は，市販の食物アレルゲン検知 ELISA 法（Matsuda 
et al., 2006; Morishita et al., 2008）と同様に 4 係数ロジスティック解析で行った．8 濃度
の標準溶液の吸光度をソフトウェア SoftMax Pro 2.2.1（Molecular Devices）を用いて解
析し，回帰式：y= {(A–D)/[1+(x/C)B]}+D（A：吸光度が最大となる濃度，D：吸光度が
最小となる濃度，C：吸光度が中間となる濃度，B：傾き）で表される標準曲線を作成
した．標準曲線をもとに試料溶液で得られた吸光度から試料溶液のタンパク質濃度を
求め，さらに試料溶液を調製した際の希釈倍率（20 × 20 ＝ 400）を乗じて食品に含ま
れる甲殻類総タンパク質濃度を算出した．なお，試料溶液の希釈倍率を考慮すると，
標準溶液の 0.78～50 ng/mL の範囲は食品に含まれる甲殻類総タンパク質濃度に換算す
ると 0.31～20 ppm の範囲に相当する．  
 
実験結果および考察 
 
1．検出系の構築 
ハイブリドーマ（2112 クローン）の 1 次スクリーニングの結果，甲殻類トロポミオ
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シンに対する陽性反応は 123 クローンで認められた．これら陽性クローンは，甲殻類
に対する反応性では，1）甲殻類全般に強く反応する（118 クローン），2）えび類，ざ
りがに類，かに類には強く反応するがナンキョクオキアミへの反応性は弱い（5 クロー
ン），に分かれた．一方，甲殻類以外への反応性では，A）軟体動物とダニ類のいずれ
にも反応しない（74 クローン），B）軟体動物に反応するがダニ類には反応しない（14
クローン），C）軟体動物に反応しないがダニ類には反応する（22 クローン），D）軟体
動物とダニ類に反応する（13 クローン），に分かれた．これらの反応性の結果より，1）
甲殻類全般に強く反応し，かつ A）軟体動物とダニ類に反応しない 45 クローンのうち，
反応性が特に強かった 27 クローンを選択した．2 次スクリーニングでは，①未処理，
SDS 変性，加熱･加圧変性トロポミオシンのすべてに反応（14 クローン），②未処理と
SDS 変性トロポミオシンには反応するが加熱･加圧変性トロポミオシンに対する反応
性は低下（11 クローン），③未処理トロポミオシンには反応するが SDS 変性と加熱･
加圧変性トロポミオシンに対する反応性は低下（2 クローン），に分かれた．このうち，
①未処理，SDS 変性，加熱･加圧変性の甲殻類トロポミオシンに反応する 14 クローン
を選択した．さらに，これらのクローンとポリクローナル抗体を組み合わせたサンド
イッチ ELISA 系で予備試験を行い，良好な結果が得られたクローンからモノクローナ
ル抗体を精製し，Iso Strip（Roche Diagnostics）を用いてサブクラスが IgG1 であること
を確認した後に検出系を構築した．このときの標準溶液を用いて作成した標準曲線は
Fig. 1.1 のような曲線となり，市販の特定原材料（卵，牛乳，小麦，そば，落花生）検
知 ELISA キットと同等の 0.78～50 ng/mL の範囲で良好な反応性を確認した（Matsuda et 
al., 2006）． 
2．検出限界 
 検出限界試験はブランク（n=36），0.4，0.8，1.6，2.4，3.2，4.0 ng/mL の標準溶液（n=10）
を用いて行い，検出限界および定量限界は ISO および IUPAC の定義（ICH Steering 
Committee, 1996）に基づいて下記の式より算出した． 
  検出限界 = 3.3 ×（ブランク試料の測定値の SD*/検出限界付近の検量線の傾き） 
  定量限界 = 10 ×（ブランク試料の測定値の SD*/検出限界付近の検量線の傾き） 
                              *SD：標準偏差 
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その結果，検出限界は 0.4 ng/mL，定量限界は 1.2 ng/mL であった．これは食品中の
甲殻類総タンパク質濃度に換算すると検出限界 0.16 ppm，定量限界 0.48 ppm に相当す
る．通知法では特定原材料における表示義務の基準値は総タンパク質で 10 ppm である
ことから十分な感度であると考えられた．なお，特定原材料の表示基準値を評価の指
標としたことから，以後の濃度の単位は希釈倍率を乗じた食品中に含まれる甲殻類総
タンパク質濃度である ppm を用いて記述した． 
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Fig. 1.1. Representative calibration curve using the crustacean protein standard in the 
sandwich ELISA (n=3). 
 
3．再現性 
 甲殻類総タンパク質濃度として 2.5，10，20 ppm の標準溶液を用いて測定（n=3）を
行い，平均値と変動係数（CV）を算出して再現性を検討した．Table 1.1 に示すように
測定値は目標値と同等の値を示した．同時再現性（5 回）の CV 値は 0.6～4.4%，日差
再現性（5 日間）の CV 値は 0.4～4.7%で，いずれも 10%未満であることから良好な再
現性と判断した． 
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Table 1.1. Precision of the sandwich ELISA using the crustacean protein standard (n=3) 
Repeatability 
(n=5) 
 Daily reproducibility 
(n=5) 
Concentration 
(ppm) 
Mean (ppm) CV (%)  Mean (ppm) CV (%) 
2.5     2.6     4.4  2.5     4.7 
10.0     9.9     2.0  10.1     1.5 
20.0     20.0     0.6  20.0     0.4 
 
 4．交差反応性 
 精製トロポミオシンに対するサンドイッチ ELISA の反応性は，甲殻類は総タンパク
質濃度として 1 ppm 溶液，軟体動物は総タンパク質濃度として 1,000 ppm 溶液を用い
て測定した（n=3，各種トロポミオシン溶液の調製には検体希釈液を使用）．得られた
吸光度を用いて下記の式より交差率を算出した． 
 
各種精製トロポミオシンの吸光度 
交差率（%）= 100 × 
ブラックタイガー精製トロポミオシンの吸光度 
 
 その結果，甲殻類では 82.0～102.2%，軟体動物ではすべて 0.1%未満の交差率であっ
た（Table 1.2）．また，食品抽出液（145 検体）およびダニ抽出液（2 検体）を用いた試
験では，甲殻類に分類されるえび類，いせえび・うちわえび・ざりがに類，かに類，
その他の甲かく類の 20 検体はいずれも測定上限（甲殻類総タンパク質濃度として 20 
ppm）を超える反応であった（Table 1.3）．一方，甲殻類以外の 127 検体はすべて 1 ppm
未満であった．アレルギー症状を誘発する抗原量の観点から一般的には総タンパク質
濃度として数 ppm レベル以上で表示が必要とされており，通知法において特定原材料
の表示を判断する基準値は 10 ppm となっている．また，1～10 ppm レベルの表示はメ
ーカーの判断に委ねられている．このような点から，今回 1 ppm をカットオフに設定
して評価を行い，開発した甲殻類検知 ELISA 法は甲殻類トロポミオシンに対して特異
的であることを確認した．本法の甲殻類に対する高い特異性は，モノクローナル抗体
のスクリーニングの段階で，いか類，たこ類，貝類，ダニ抽出液など多種類の交差反
応性試験を実施して特異性の高い抗体を選択した効果と考えられた．
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Table 1.2. Reactivity levels of various tropomyosin samples in the sandwich ELISA (n=3)
 a)
 
Sample Reactivity (%) 
b)
 
Black tiger prawn 
(Penaeus monodon) 
100.0 
Prawn 
Kuruma prawn 
(Marsupenaeus japonicus) 
 94.0 ± 3.5 
Lobster 
American lobster 
(Hommarua americanus) 
101.7 ± 3.8 
Snow crab 
(Portunus trituberculatus) 
 92.9 ± 3.9 
Crab 
Red king crab 
(Paralithodes camtschatica) 
102.2 ± 4.3 
Crustacean 
Krill 
Antarctic krill 
(Euphausia superba) 
 82.0 ± 3.4 
 
Common octopus 
(Octopus vulgare) 
< 0.1 
 
Octopus, 
Squid Japanese flying squid 
(Todarodes pacificus) 
< 0.1 
 
Disk abalone 
(Haliotis discus discus) 
< 0.1 
Mollusk 
Whelk 
(Buccinum middendorffi) 
< 0.1 
 
Baby clam 
(Ruditapes philippinarum) 
< 0.1 
 
Yesso scallop 
(Patinopecten yessoensis) 
< 0.1 
 
Shellfish 
Japanese oyster 
(Crassostrea gigas) 
< 0.1 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
b) Reactivity (%) = 100 × (Absorbance of target tropomyosin/Absorbance of black tiger 
tropomyosin). 
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Table 1.3. Cross-reactivity of various samples (foods, 145; mites, 2) in the sandwich ELISA and the lateral flow 
immunochromatographic assay (n=3). 
Sample 
Sandwich ELISA 
(ppm) 
Lateral flow 
immunochromatographic 
assay 
Shrimp/prawn (6) : Black tiger prawn, kuruma prawn, whiteleg shrimp, 
botan shrimp, northern shrimp, sakura shrimp 
>20 ＋ 
Lobster (3) : Japanese spiny lobster, fan lobster, American lobster >20 ＋ 
Crab (7) : Snow crab, Horsehair crab, swimming crab, Chinese mitten crab,  
Spanner crab, red king crab, spiny king crab 
>20 ＋ 
Other varieties of crustacean (4) : Japanese mantis shrimp, Antarctic krill, 
goose barnacle, ribbed barnacle 
>20 ＋ 
House dust mite (2) : Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus <1 － 
Octopus, squid (10) : Common octopus, ocellated octopus, giant octopus, 
chestnut octopus, Japanese flying squid, firefly squid, golden cuttlefish, spear squid, 
bigfin reef squid, common cuttlefish 
<1 － 
Shellfish (16) : Yesso scallop, baby clam, brackish water clam, blue mussell, 
hard clam, surf clam, geoduck, hen clam, bloody clam, heart clam, Japanese oyster, 
disk abalone, blacklip abalone, horned turban, ivory shell, whelk 
<1 － 
Fish (20) : Silver salmon, red salmon, rainbow trout, salmon trout，cherry salmon, 
Pacific mackerel, horse mackerel, Patagonian toothfish, Japanese Spanish mackerel, 
splendid alfonsino, silver fish, hake, bigeye tuna, skipjack, atka mackerel,  
Pacific cod, sardine, Pacific saury, capelin, spiny dogfish 
<1 － 
Other varieties of seafood (5) : Japanese common sea cucumber, sea squirt, 
salmon roe, cod roe, capelin roe 
<1 － 
Meat (5) : Chiken, domestic duck, beef, pork, mutton <1 － 
Seaweed (9) : Sea mustard, kelp, aka tosaka, ao tosaka, siro tosaka, hiziki, mozuku, 
ego-nori, sea lettuce 
<1 － 
Egg (1) : Hen’s egg <1 － 
Milk (3) : Cow’s milk, sheep’s milk, goat’s milk <1 － 
Grain (11) : Wheat, common millet, foxtail millet, barnyard millet, barley, rye, oat, 
corn, rice, adlay, buckwheat 
<1 － 
Legume/nut/seed (10) : Soybean, black bean, flower bean, azuki bean, peanut, 
walnut, pistachio, almond, cashew nut, sesame 
<1 － 
Vegetable (8) : Yam, tomato, spinach, onion, green bean, eggplant, cabbage, garlic <1 － 
Fruit (5) : Orange, peach, apple, banana, kiwifruit <1 － 
Mushroom (3) : Shiitake mushroom, mushroom, hen of the woods <1 － 
Spice (13) : Black pepper, white pepper, curry powder, cumin, rosemary, paprika, 
cinnamon, nutmeg, thyme, chile pepper, horseradish, wasabi, oriental mustard 
<1 － 
Tea (5) : Black tea, rose hip tea, green tea, oolong tea, coffee <1 － 
Other (1) : Gelatin <1 － 
- : Negative result, + : Positive result
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甲殻類間におけるトロポミオシンのアミノ酸配列の相同性は 88.3～100%（Motoyama 
etal., 2007）と非常に高いことが知られているので，精製トロポミオシンにおける ELISA
反応は甲殻類間で高い交差率を示したと考えられた．一方，甲殻類トロポミオシンと
甲殻類以外のトロポミオシンとのアミノ酸配列の相同性は，えび類のブラウンシュリ
ンプ Penaeus aztecusとの比較で，ダニ類は 81%，たこ類のマダコで 62%，貝類のマガ
キで 61%，鳥類およびほ乳類で 56～58%である（Leung et al., 1996; Motoyama et al., 2006, 
2007; Emoto et al., 2009）．しかし，エビアレルギー患者の血清 IgE は鳥類，ほ乳類のト
ロポミオシンとは反応しないが，軟体動物，ダニ類のトロポミオシンとは交差性を示
す（Leung et al., 1996; Motoyama et al., 2006, 2007; Emoto et al., 2009）．これらのことか
ら，ELISA 検知法に用いたモノクローナル抗体の認識部位は，甲殻類と軟体動物ある
いは甲殻類とダニ類のトロポミオシンに共通している IgE エピトープと明らかに異な
り，他の動物種と相同性が低く，かつ甲殻類間で相同性の高い領域と考えられた．  
 5．添加回収試験 
 各種食品（原材料）の抽出液を用いた検討では，粘性の強い海藻類やゼラチンの吸
着による反応は認められず，また色調の濃い香辛料類や茶類の色素の吸着による反応
も認められなかった．このことから，甲殻類検知 ELISA 法は食品由来成分の影響を受
けにくいと考えられた．本研究ではマトリックスの影響をさらに検討するために，3
種類のモデル加工食品（シュウマイ，クリームコロッケ，トマトソース）を用いて添
加回収試験を行った．シュウマイは肉類などのタンパク質を多く含む加工食品のモデ
ルとして，クリームコロッケは脂質を多く含む加工食品のモデルとして，トマトソー
スは酸性の加工食品のモデルとして選択した（各試料中における甲殻類総タンパク質
濃度はすべて 1 ppm 未満であることを確認済み）．標準溶液を甲殻類総タンパク質濃度
として 2.0，10.0，16.0 ppm になるように添加したモデル加工食品の抽出液を測定（n=3）
した結果，回収率はシュウマイでは 94.3～104.5%，クリームコロッケでは 88.2～102.5%，
トマトソースでは 93.7～104.3%で，CV 値はすべて 10%未満であった（Table 1.4）．い
ずれの加工食品抽出液においても甲殻類検知 ELISA 法は試料中の甲殻類タンパク質と
良好な反応性を示し，食品由来成分の影響を受けないことが確認された． 
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Table 1.4. Recovery from three model processed food extracts spicked with the 
crustacean protein standard (n=3) 
a)
. 
Recovery (%) Spiking concentration 
(ppm) Pork meatball dumpling Creamy croquette Tomato sauce 
2.0         104.5 ± 0.2       88.2 ± 1.6    93.7 ± 3.8  
10.0         94.3 ± 0.9       90.2 ± 0.1    104.3 ± 0.9  
16.0         100.4 ± 0.9       102.5 ± 0.9    98.9 ± 1.6  
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean.  
 
 6．加熱の影響 
 加熱の影響を調べるために，標準溶液（10 ppm）を，加熱の影響を受けやすい加工
食品を想定した穏やかな加熱（60℃，30 分），煮る･ゆでるのような加熱加工食品を想
定した長時間の加熱（100℃，30 分），缶詰やレトルト食品の殺菌処理を想定した加熱・
加圧（121℃，10 分）にそれぞれ供し，甲殻類検知 ELISA 法で測定した（n=3）．未処
理の標準液に対する回収率は，60℃，30 分の加熱で 93.3 ± 1.0%，100℃，30 分の加熱
で 93.9 ± 2.0%，121℃，10 分の加熱・加圧で 80.0 ± 1.2%であった（Table 1.5）．トロポ
ミオシンは熱に安定なタンパク質であるため長時間の加熱でも ELISA 反応性への影響
はほとんど認められなかったが，加熱･加圧条件では反応性がやや低下した．これは加
熱･加圧によりトロポミオシンの立体構造の変化，凝集による不溶化，低分子化などの
変性が生じたためと推測された．しかし本法では，加熱･加圧変性トロポミオシンにも
反応するモノクローナル抗体を選択したことにより，缶詰やレトルト食品の殺菌処理
を想定した条件でも十分に検出が可能であることが示唆された． 
7．市販加工食品の測定 
市販加工食品 33 種類（えび，かにの表示がある 16 種類，表示の無い 17 種類）を用
いて甲殻類検知 ELISA 法を評価した（Table 1.6）．表示のある 16 種類は，加工の影響
を調べるために異なる加熱方法の加工食品や分解物などを使用した偽陰性の恐れのあ
る加工食品より選択した．これらの加工食品の測定（n=2）の結果，2～71,000 ppm と
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濃度に大きな違いがみられたものの，16 種類がすべて陽性であることが確認された． 
高温の加熱処理（揚げる）で加工されたエビフライ，スナック菓子 A やレトルト処
理されたパスタソース，カニおかゆ，カニ玉の素 A，B においても十分に検出が可能
であった．なお，かにエキスのみを含むカニチャーハンの素，かにエキスのほかに香
料を含むかまぼこでは微量しか検出されなかったが，この原因として①添加量そのも
のが少ない，②トロポミオシンを含まない部位を使用，③酵素分解によるトロポミオ
シンの断片化により反応性が低下，といったことが考えられた． 
一方，表示の無い 17 種類のうち魚肉練り製品の 6 種類（ちくわ B，E，F，魚肉ソー
セージ B，C，D）で 10 ppm 未満（1～9 ppm）の弱い反応が認められた．反応の認め
られた食品を通知法に従って確認試験の PCR を行ったところ，6 種類すべてが「えび」
陽性で，ちくわ 3 種は「かに」も陽性であったことから，これらの練り製品の原料と
して用いられる冷凍すり身の原料魚（スケトウダラ，グチ，イトヨリダイなど）の消
化管内容物に含まれる甲殻類のコンタミネーションが考えられた．実際，国立医薬品
食品衛生研究所が中心となって行った実態調査においても，すり身 132 検体中 59 検体
より｢えび｣，｢かに｣等の甲殻類由来タンパク質が検出されている（酒井ら，2008）．よ
って，｢えび｣，｢かに｣の表示のない魚肉練り製品で認められた ELISA 陽性反応は偽陽
性ではなく甲殻類由来であると判断され，ELISA 検知法は上述の原材料だけでなく練
り製品のような加工食品においても良好な特異性を示すこと（甲殻類を含む加工食品
は 1 ppm 以上となり検出可能，甲殻類を含まない加工食品は 1 ppm 未満となり反応し
ない）が確認された． 
加工品原材料への甲殻類のコンタミネーションは冷凍すり身だけではない．本研究
で開発した検知法を用いた実態調査により，二枚貝（アサリ，ハマグリなど）36 検体
中 3 検体，いわし稚魚製品（しらす，ちりめんじゃこなど）52 検体中 48 検体，海苔加
工食品 85 検体中 27 検体にも甲殻類由来タンパク質が検出されている（酒井ら，2008）．
二枚貝の場合，カクレガニ科のカニ類（ピンノ類とも呼ばれている）が時々寄生して
おり，流通前に除去するのは困難である．いわし稚魚製品に混入する小型の甲殻類や
イカ・タコ類は漁獲の際の混獲によるもので避けられない．海苔製品の場合，ノリ養
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殖場に生息している甲殻類（ヨコエビ類，ワレカラ類）がノリと一緒に採取され，除
去することはやはり困難で最終製品に混入する．甲殻類のコンタミネーションに対し
て表示は義務化されていないが，“hidden allergen”（隠れたアレルゲン）としてアレル
ギー発症の危険性があるので，どういう食品でコンタミネーションの可能性があるか
についての適切な情報提供が必要であろう． 
8．試験室間バリデーション 
本研究で開発したサンドイッチ ELISA 法に基づく甲殻類検知法については，Sakai
ら（2008）によって，通知法（厚生労働省. アレルギー物質を含む食品の検査方法に
ついて，別添 5 アレルギー物質を含む食品の検査方法を評価するガイドライン. 平成
18 年 6 月 22 日付け食発第 0622003 号厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知）に従っ
た試験室間バリデーション（試験施設数：10 施設，試料数：5 種類，試料は特定原材
料タンパク質 10 ppm を含むこと）が行われた．バリデーション試料として魚肉ソーセ
ージ，フリーズドライ卵スープ，トマトソース，クリームコロッケ，鶏肉団子に 10 ppm
（フリーズドライ卵スープは 11.9 ppm）となるように標準粉末を添加した 5 種類のモ
デル加工食品を用い，各試料を 10 施設に送付して試験が実施された．試験の結果，本
法は回収率 65～86%，併行精度 4.0～5.1%，室間精度 4.0～8.4%であり（Table 1.7），定
量検査法の評価基準（回収率 50～150%，室間精度 25%以下）を満たしていた． 
 
Table 1.5. Effect of heating on the determination of 10 ppm crustacean protein solution using 
the sandwich ELISA (n=3) 
a)
. 
Heating condition Recovery (%)
 b)
 
 60℃, 30 minutes 93.3 ± 1.0 
100℃, 30 minutes 93.9 ± 2.0 
121℃, 10 minutes 80.0 ± 1.2 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean.  
b) Recovery % = 100 × (Absorbance of heated crustacean protein solution/Absorbance of 
non-heated crustacean protein solution). 
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Table 1.6. Analysis of 33 commercial food samples for using the sandwich ELISA (n=2)
 a)
. 
Sample Mean (ppm) Label of crustacean 
Crab meat dumpling 1,200 ±    ,8 Crab, crab extract, crab powder, containing shrimp in the part of the ingredients 
Fried food (shrimp) 71,000 ± 1,220 Shrimp 
Furikake (rice seasoning) 22,000 ±  ,375 Shrimp, shrimp extract 
Snack food A ,331 ±    ,9 Shrimp 
Base of rice porridge ,249 ±    ,3 Crab 
Kamaboko (steamed fish paste) ,4 ±    ,0 Crab extract, spice (crab and shrimp) 
Base of fried rice with crab ,2 ±    ,0 Crab extract 
Pasta sauce ,814 ±    ,4 Crab, seasoning (containing shrimp) 
Rice gruel (crab) 1,300 ±   , 6 Crab soup 
Base of kimchi ,134 ±   , 4 shrimp 
Japanese rice cookie (shrimp) A ,232 ±    ,3 Shrimp, flavor oil (containg shrimp) 
Japanese rice cookie (shrimp) B ,462 ±    ,4 Shrimp, shrimp extract 
Japanese rice cookie (shrimp) C ,114 ±    ,1 shrimp 
Precooked soup ,223 ±    ,3 Shrimp powder, containing shrimp in the part of the ingredients 
Base of chinese omelet containg crab A 20 ±    ,0 Crab extract, crab meat, containing shrimp in the part of the ingredients 
Base of chinese omelet containg crab B 31 ±    ,0 Crab, extract (crab), containing shrimp in the part of the ingredients 
Chikuwa A (tubular kamaboko) <1         Non labeled 
Chikuwa B (tubular kamaboko) ,2 ±    ,0 Non labeled 
Chikuwa C (tubular kamaboko) <1         Non labeled 
Chikuwa D (tubular kamaboko) <1         Non labeled 
Chikuwa E (tubular kamaboko) ,9 ±    ,0 Non labeled 
Chikuwa F (tubular kamaboko) ,9 ±    ,0 Non labeled 
Fish sausage A <1         Non labeled 
Fish sausage B ,2 ±    ,0 Non labeled 
Fish sausage C ,1 ±   , 0 Non labeled 
Fish sausage D ,1 ±    ,0 Non labeled 
Fish sausage E <1         Non labeled 
Fried food (fish) <1         Non labeled 
Snack food B <1         Non labeled 
Hamburger steak sauce <1         Non labeled 
Corn soup <1         Non labeled 
Fried food (noodle) <1         Non labeled 
Precooked curry <1         Non labeled 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean.   
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Table 1.7. Results of the interlaboratry study for the sandwich ELISA (n=10) 
a)
. 
Model processed food 
Concentration 
(ppm) 
Mean 
(ppm) 
Recovery 
(%) 
Repeatability 
(RSDr, %) 
Reproducibility 
(RSDR, %) 
Fish sausage 
Freeze-dried soup 
Tomato sauce 
Creamy croquette 
Chicken meatball 
10.0 
11.9 
10.0 
10.0 
10.0 
6.5 
8.8 
8.6 
7.8 
7.2 
65 
74 
86 
78 
72 
4.0 
4.1 
4.7 
4.6 
5.1 
4.0 
8.4 
6.8 
5.9 
8.4 
a) Sakai et al.（2008）. 
 
9．イムノクロマト法への応用 
9．1．イムノクロマト法の概要 
イムノクロマト法は，特別な測定機器を必要とせず試料抽出液を希釈するだけで測
定でき，測定時間も 20 分という簡易かつ迅速な測定方法である．その反面，測定結果
を目視で判定する定性試験であるため，通知法には収載されず自主検査法として多く
利用されているのが現状である．食品検査において，ELISA 法は最終製品の出荷前検
査に，イムノクロマト法はコンタミネーション防止のための製造工程管理用の検査に
主に使用され，用途を分けて使用されている．そこで，前述の ELISA 法と同一の抗体
を利用して Oku ら（2001）の方法に従ってイムノクロマト法を以下のように構築した． 
9．2．イムノクロマト試薬の調製  
酵素標識抗体に用いたポリクローナル抗体 4 µg を金コロイド（BBI International，
OD530nm=1）1 mL と混合して静電的な結合により金コロイド結合抗体を調製した．固
相に用いたモノクローナル抗体にマレイミド法（石川ら，1982）を用いて架橋剤によ
りオリゴヌクレオチド I（日本バイオテスト）を結合してオリゴヌクレオチド I 結合抗
体を調製した．金コロイド結合抗体（0.56 µg/テスト），オリゴヌクレオチド I 結合抗体
（0.2 µg/テスト）および金コロイド結合タンパク質（BBI International，0.02 µg/テスト）
をグラスファイバー（日本ポール）に浸漬し凍結乾燥を行うことでコンジュゲートパ
ッドを作製した．次に，ニトロセルロースメンブレン（Advanced Microdevices）に上
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述と同様の方法で調製したオリゴヌクレオチド I’結合タンパク質（25 ng/テスト；オリ
ゴヌクレオチド I’はオリゴヌクレオチド I と相補的な配列）および金コロイド結合タ
ンパク質に対する抗体（75 ng/テスト）を BioDot XYZ 3000（BioDot）を用いて塗布し，
室温で一晩（16 時間）乾燥することで固定化した．これらの調製した試薬，サンプル
パッド，吸水パッド（共に Advanced Microdevices）を Fig. 1.2 に示すように組み合わせ
てギロチンカッタ （ーBioDot）を用いて 5 mm 幅に切断してクロマトストリップを作製
した．さらに，クロマトストリップを専用のハウジング（荒川樹脂）に組み込んでテ
ストプレートを作製した．測定原理は，金コロイド結合抗体とオリゴヌクレオチド I
結合抗体の免疫反応と，判定部に固相化されているオリゴヌクレオチド I’結合タンパ
ク質とオリゴヌクレオチド I 結合抗体との DNA-DNA の相互反応を組み合わせたイム
ノクロマト法である（Fig. 1.2）．試料中に甲殻類トロポミオシンが存在すると試験部
と対照部に金コロイドの着色（赤紫色ライン）を呈する．試料中に甲殻類トロポミオ
シンが存在しない場合は，対照部のみに赤紫色のラインが認められる． 
 
Conjugate pad
（5）
Control line
（1）（2）（3）（4）
Crustacean tropomyosin
(5) Antigen for control line immobilized nitrocellurose 
(4) Complementary oligonucleotide labeled protein immobilized nitrocellurose membrane
(1) Colloidal gold-labeled antibody (anti-black tiger tropomyosin) 
(2) Oligonucliotide-labeled antibody (anti-black tiger tropomyosin)
(3) Colloidal gold-labeled antibody for control line
Sample padNitrocellulose membraneAbsorbent pad
Test line
 
Fig. 1.2. Principle of the lateral flow immunochromatographic assay. 
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実際に食品検査に行う場合，抽出操作は，ホモジナイザーで均一化した試料 2 g，抽
出液（4% 尿素，0.1% デオキシコール酸ナトリウム，0.05% TritonX-100，5 mmol/L EDTA，
0.05% ProClin 300 を含む 0.06 mol/L MOPS 緩衝液，pH 7.4）38 mL を別のホモジナイザ
ーに量り取って混合（30 秒間を 3 回）し，3,000 × g で 20 分間遠心分離して上清を回
収して試料抽出液を得た．測定操作は，試料抽出液を検体希釈液（0.14 mol/L NaCl，5 
mmol/L EDTA，0.1% BSA，0.1% ProClin 300 を含む 0.01 mol/L MOPS 緩衝液，pH 7.4）
にて 2 倍に希釈した後に，本試料 100 µL をテストプレートに添加し，20 分間の静置後
に目視で陰性または陽性の判定を行った（抽出および測定操作の流れは序論の「4．ア
レルギー物質の検査方法」を参照）． 
9．3．イムノクロマト法の性能 
標準溶液を用いて感度試験（n=2）を行った結果，1 ppm まで検出が可能であった
（Table 1.8）．また，Table 1.3 に示したように食品 145 検体およびダニ抽出液 2 検体に
対する特異性試験では甲殻類 19 検体すべてに反応が認められ，甲殻類以外はすべて陰
性であった．よって，ELISA 法と比べると感度の点では劣るものの表示の必要性を判
断する 10 ppm の検出が十分に可能であり，特異性も良好なことから甲殻類検知イムノ
クロマト法は簡便なアレルギー物質の検査ツールとして有用性が確認された． 
以上より，本研究で開発した，甲殻類トロポミオシンに対して特異的なモノクロー
ナル抗体を用いた甲殻類検知 ELISA 法は，感度と再現性は良好であること，甲殻類以
外の食品原材料とは交差反応を示さないこと，食品由来の成分や加熱の影響を受けな
いこと，試験室間バリデーションの基準を満たすことから，食品中に含まれる甲殻類
の検知法，特にえび類，かに類のスクリーニング試験法として有用と判断した．本研
究成果に基づき，すでに甲殻類検知 ELISA 法は，“FA テスト EIA-甲殻類「ニッスイ」”
という商品名で，また同一の抗体から構築したイムノクロマト法は，“FA テスト イム
ノクロマト-甲殻類「ニッスイ」”という商品名で，いずれも日水製薬株式会社から市
販され，広く利用されている． 
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Table 1.8. Comparison of sensitivity for the crustacean protein standard between the 
sandwich ELISA and the lateral flow immunochromatographic assay (n=2). 
Results 
Crustacean protein 
standard (ppm) 
Sandwich ELISA 
Absorbance (450/650nm) 
Lateral flow 
immunochromatographic assay 
0 0.031 － 
  0.3 0.053 － 
  0.6 0.073 － 
  1.3 0.120 ＋ 
  2.5 0.213 ＋ 
 5 0.388 ＋ 
10 0.713 ＋ 
20 1.414 ＋ 
   - : Negative result, + : Positive result 
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第 2章 頭胸部を含む非加熱甲殻類の ELISA法に適した抽出方法の開発 
 
「えび」および「かに」の特定原材料への追加に先立ち，第 1 章に記述したように
甲殻類検知 ELISA 法を構築した．本法は平成 19 年 4 月より“FA テスト EIA-甲殻類 「ニ
ッスイ」”として実用化されている．本法は国内で初の甲殻類検知法であったことから，
食品検査に広く用いられるようになったが，ある施設において頭胸部や外殻を含む生
のサルエビの全身（以後，whole）を検体に用いて測定を行ったところ，検出限界以下
となる事例が発生した．本法は主に最終製品の検査に用いられ，最終製品の大部分は
甲殻類の一般的な可食部である筋肉部分のみを使用して加熱処理も施されているため，
第 1 章で検討した市販の加工品では良好な反応性が確認されている．しかしながら，
本事例の施設ではサルエビなどの生の小エビを食品原料として whole のままミンチ肉
に使用していることや，他社の甲殻類検知 ELISA 法においても同様の反応性低下が確
認されたことから，whole の非加熱甲殻類の測定を想定した対策が必要と考えられた．
そこで検討を開始し，サルエビ以外の数種類の「えび」を頭胸部や外殻を含む whole
で測定したときにも同様に反応性が低下することを確認した．また，このような測定
値低下の現象は，抽出操作中における甲殻類の頭胸部に含まれるプロテアーゼによる
トロポミオシンの分解に起因することを明らかにした．さらに，トロポミオシンが分
解されないようにプロテアーゼの影響を回避し，信頼性ある測定値を得るために有効
な抽出方法として加熱抽出法を開発した． 
 
実 験 方 法 
 
 1．試料および試薬 
スーパーマーケットならびに市場で甲殻類 10 種類および甲殻類加工品 8 種類を購入
した．甲殻類は whole で購入可能な非加熱の「えび」7 種類（ブラックタイガ ：ーPenaeus 
monodon，クルマエビ：Penaeus japonicus，ホッコクアカエビ：Pandalus eous，アカエ
ビ：Metapenaeopsis barbata，サルエビ：Trachysalambria curvirostris，サクラエビ：Sergia 
lucens，アカザエビ：Metapephrops japonicus）および「かに」3 種類（ガザミ：Portunus 
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trituberculatus，サワガニ：Geothelphusa dehaani，アサヒガニ：Ranina ranina）を用い
た．甲殻類加工品としては釜揚げサクラエビ，素干しサクラエビ，遠赤外線乾燥アキ
アミ（Acetes japonicus），釜揚げ後に干したクルマエビ，ホッコクアカエビの沖漬け，
ホッコクアカエビのすり身，シラエビ（Metapenaeopsis lata）のすり身およびシバエビ
（Metapenaeopsis jaoyneri）のすり身を用いた．すり身を除く加工品は，いずれも whole
の甲殻類が含まれている．使用するまで，乾燥加工品は室温に，その他の試料はすべ
て－80℃で冷凍保存した． 
2．試料抽出液の調製 
2．1．通常抽出法およびプロテアーゼインヒビターの効果の検討 
第 1 章の実験方法「6．試料溶液の調製」で述べた試料抽出液の調製法を通常抽出法
とした．プロテアーゼインヒビター（以後，PI）の効果を検討する場合には，標準溶
液の調製に用いた Halt Protease Inhibitor Cocktail Kit（Halt Protease Inhibitor Cocktail + 0.5 
mol/L EDTA Solution）を 10，20 または 50 µL/mL になるように抽出液に添加して通常
抽出法を行った． 
2．2．加熱抽出法 
ホモジナイザーで均一化した試料 1 g に FA テスト抽出用試薬「ニッスイ」（日水製
薬）より調製した抽出液 19 mL を加え，よく振り混ぜて固形分を均等に分散させた後，
速やかに沸騰浴中で 30 分間加熱した．加熱までの操作は，プロテアーゼの影響を防ぐ
ために実験器具，抽出液および試料を氷冷しながら行った．室温に戻した後，3,000 × g
で 20 分間遠心分離して上清を回収し，試料抽出液を得た．  
3．測定方法 
FA テスト EIA-甲殻類｢ニッスイ｣（日水製薬；以後，甲殻類 ELISA キット）による
測定においては，試料抽出液をキット付属の検体希釈液で 20 倍に希釈して試料溶液を
調製した．8 濃度の標準溶液（検量線作成用）および試料溶液を用い，キット付属の説
明書の記載（第 1 章の実験方法「7．測定方法」で述べた方法）に従ってタンパク質濃
度を測定した．反応性の評価は，プロテアーゼの影響を詳細に判断するために検出可
能（0.3 ppm 以上）か否かで評価した．
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4．SDS-PAGE 
 試料抽出液 3 µL に PBS（pH 7.4）12 µL，LDS Sample Buffer （Invitrogen）5 µL を混
合後，沸騰水浴中で 10 分間加熱した．変性試料溶液 10 µL を，第 1 章の実験方法「2．
トロポミオシンの精製」で述べた方法に準じて SDS-PAGE に供した． 
 
実験結果および考察 
 
1．非加熱甲殻類の whole試料における測定値低下の原因および改善方法の検討 
1．1．4種類の「えび」を用いた測定部位の比較 
非加熱のサルエビを whole で測定すると ELISA 反応が検出限界以下となる事例に関
して，一般的な可食部である腹部筋肉のみでの試験は行われていなかった．また，他
の「えび」でもサルエビと同様な現象がみられるか否かについても不明であった．こ
れらの点を明らかにするために，サルエビを含む 4 種類の「えび」の whole および外
殻を除いた腹部筋肉から通常抽出法で調製した試料抽出液を用いて，甲殻類 ELISA キ
ットの測定値および SDS-PAGE の泳動像を比較した．分析結果を Table 2.1 および Fig. 
2.1 に示す．ブラックタイガー，アカエビ，サルエビの whole では，ELISA キットは検
出限界以下（<0.3 ppm），SDS-PAGE においてもタンパク質バンドはほとんど検出され
なかった．ホッコクアカエビの場合，ELISA 反応は確認されたものの，SDS-PAGE で
はトロポミオシン（約 38 kDa）より低分子のスメア状のバンドのみであった．一方，
腹部筋肉では，4 種すべてにおいて高い ELISA 反応が認められた．ホッコクアカエビ
は whole でも ELISA 反応がみられたが，腹部筋肉の反応は whole の 40 倍以上と高かっ
た．SDS-PAGE ではアカエビを除いてトロポミオシンを含む高分子タンパク質のバン
ドが確認された．また，SDS-PAGE においては，ELISA キットの測定値が高いほどト
ロポミオシンおよび高分子タンパク質のバンドは強く検出された． 
本研究により，サルエビだけでなく他の「えび」においても，whole 試料では ELISA
キットの著しい反応性低下が確認された．whole 試料と筋肉試料では，頭胸部を含むか
否かの大きな違いがある．甲殻類のプロテアーゼ活性は，頭胸部，特に肝膵臓で高い
ことが報告されている（小長谷, 1980）ことから，甲殻類 ELISA キットにおける反応性
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の低下は，頭胸部に含まれるプロテアーゼによって抽出操作中にトロポミオシンが分
解されることが原因と推測された． 
 
Table 2.1. Determination of protein in extracts from the whole body and abdominal muscle 
of four species of crustaceans by the ELISA kit (n=2) 
a)
. 
Concentration of crustacean protein (ppm) 
Sample 
Whole body  Abdominal muscle  
Black tiger prawn 
(Penaeus monodon) 
<0.3          37,500 ±  ,384   
Northern shrimp 
(Pandalus eous) 
2,620 ± 19      117,000 ± 3,100   
Whiskered velvet shrimp 
(Metapenaeopsis barbata) 
<0.3          14,200 ±  ,335   
Cocktail shrimp 
(Trachysalambria curvirostris) 
<0.3          109,000 ± 1,450   
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.1. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis of extracts from the whole body 
(WB) and abdominal muscle (AM) of four species of crustaceans. M, protein standard; 1, black tiger 
prawn; 2, northern shrimp; 3, whiskered velvet shrimp; 4, cocktail shrimp.
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プロテアーゼの影響は腹部筋肉のみでは受けにくいものの，アカエビのように
SDS-PAGE のバンドがスメア状で甲殻類 ELISA キットの反応性がやや低い事例も確認
された．この原因として，腹部筋肉を採取する際に，消化管（背わた）あるいは解凍
時に発生したドリップよりプロテアーゼが溶出して腹部筋肉に混入し，室温での抽出
操作中にトロポミオシンが分解されたことが推測された． 
1．2．加熱およびプロテアーゼインヒビター（PI）添加による測定値への影響 
 プロテアーゼの影響を確認するために，サルエビの whole 試料を用いて加熱および
PI の効果について検討した．加熱の効果の検討には，whole 試料を 100℃で 30 分間加
熱後に均一化し，通常抽出法により試料抽出液を調製した．PI の効果の検討には，PI
を添加した抽出液を用いて通常抽出法により試料抽出液を調製した．whole 試料から通
常抽出法により抽出した場合には甲殻類 ELISA キットでは検出限界以下であったが
（Table 2.1），加熱した whole 試料から抽出した場合には 42,300 ppm，PI を添加した抽
出液（PI 濃度は 10 µL/mL）を用いた場合には 2,110 ppm の測定値が得られた．これら
の結果は加熱によるプロテアーゼの失活，PI によるプロテアーゼの阻害を意味してお
り，whole 試料から通常抽出法により抽出した場合の測定値低下の原因はプロテアーゼ
の影響であると判断した． 
甲殻類の消化酵素としては，セリンプロテアーゼ，メタロプロテアーゼなど種々の
プロテアーゼが報告（浅原, 1973; Vonk et al., 1984; Galgani et al., 1986; Jiang et al., 1991） 
されていることから，本研究では PI の効果を検討するにあたり，各種プロテアーゼを
阻害する PI の混合液を用いた．whole 試料の加熱処理と比較して抽出液への PI 添加効
果が低かったため，PI 添加量を 2 倍，5 倍に上げて検討したところ，4,680，13,600 ppm
と濃度に依存して ELISA 測定値の上昇が認められた．しかし，加熱処理より低い測定
値であったことから，「えび」に含まれるプロテアーゼの量が多量なために十分な効果
を得ることが困難であると判断した．一方，加熱処理では高い測定値が得られ，whole
試料の測定値低下の防止方法として加熱処理は有効と思われた．そこで，以下に述べ
るように加熱処理の効果をさらに詳しく検討した． 
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2．ELISAキットにおける加熱抽出法の有用性の検証 
2．1．10種類の甲殻類を用いた通常抽出法との比較 
 「えび」7 種類，「かに」3 種類を用いて加熱抽出法の評価を行った．それぞれの whole
試料（ホモジナイザーへの過度の負担を避けるためアサヒガニのみ背甲を除去）をホ
モジナイザーで均一化後，通常抽出法と加熱抽出法で試料抽出液を作製し，甲殻類
ELISA キットを用いて測定した（n=2）．Table 2.2 に示すように，通常抽出法では検出
限界以下（ブラックタイガー，サルエビ，サワガニ，アサヒガニ）から最も高い測定
値で 3,600 ppm（ホッコクアカエビ）と種類によって測定値に大きな差があり，さらに
加熱抽出法と比較するとすべての種類で反応性は著しく低かった．各種甲殻類由来の
プロテアーゼは，pH（Vonk et al., 1984）や界面活性剤，還元剤（浅原, 1973; Galgani et al., 
1986; Jiang et al., 1991）によって異なる反応性を示すことが報告されているので，種類
間の測定値の差は，用いた抽出液に対するプロテアーゼの挙動が異なりタンパク質の
分解度に差が生じたためと考えられた． 
一方，加熱抽出法では通常抽出法と比較して非常に高い測定値が得られた．「えび」
は種類に関わらず同程度の値であったが，「かに」は種類によって異なる値を示した．
これは，検討に用いた「かに」は種類によって頭胸部，鋏脚，歩脚の重量比が違って
おり，whole で測定した場合にはトロポミオシンを多く含む鋏脚および歩脚が占める割
合が異なることが考えられた．また，第 1 章において，甲殻類 ELISA キットの各種甲
殻類の精製トロポミオシンに対する特異性は同等であったことから，「かに」は種類に
よってトロポミオシンの含有量が異なる可能性も示唆された． 
2．2．抽出時間の短縮による抽出効率への影響 
 加熱抽出法は加熱後，室温に戻してすぐに遠心分離を行うため，通常抽出法と抽出
時間が大きく異なり抽出効率に差が生じることが懸念された．そこで 3 種類の「えび」
を用い，「1．2．加熱およびプロテアーゼインヒビター（PI）添加による測定値への影
響」で述べた加熱操作と同様に先に試料を加熱して通常抽出法により調製した試料抽
出液と，加熱抽出法により調製した試料抽出液について甲殻類 ELISA キットで測定し
た（n=2）．Table 2.3 に示すように，先に試料を加熱して通常抽出法を行ったときの測
定値を 100%とすると，加熱抽出法の測定値は 93～107%とほぼ同程度であった．測定
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Table 2.2. Effect of extraction methods on the determination of protein in crustaceans by the 
ELISA kit (n=2) 
a)
. 
Concentration of crustacean protein (ppm) 
Sample 
Standard method 
b)
 Heating method 
c)
 
Black tiger prawn 
(Penaeus monodon) 
<0.3           47,300 ±  ,749    
Kuruma prawn 
(Marsupenaeus japonicus) 
2 ±  0        49,000 ± 1,600    
Northern shrimp 
(Pandalus eous) 
3,600 ± 17        48,800 ± 1,330    
Whiskered velvet shrimp 
(Metapenaeopsis barbata) 
3 ±  0        41,700 ±  ,469    
Cocktail shrimp 
(Trachysalambria curvirostris) 
<0.3           47,200 ±   ,81    
Sakura shrimp 
(Sergia lucens) 
218 ± 19        45,100 ±,  149    
Japanese lobster  
(Metanephrops japonicus) 
956 ±  2        37,200 ±  ,737    
Swimming crab 
(Portunus trituberculatus) 
8 ± 19        35,300 ±  ,120    
Japanese freshwater crab  
(Geothelphusa dehaani) 
<0.3           9,020 ±   ,31    
Spanner crab 
(Ranina ranina) 
<0.3           19,300 ±  ,278    
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean.   
b) Sample and extraction buffer were shaken horizontally overnight (16 h) at room temperature. 
c) The mixture of sample and extraction buffer was heated at 100℃ for 30 min. 
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対象タンパク質のトロポミオシンは熱に安定な可溶性タンパク質であるため（Hoffman 
et al., 1981），原材料レベルからの抽出は比較的容易かつ熱の影響を受けないと考えら
れた．また，甲殻類 ELISA キットには加熱処理をしたトロポミオシンにも反応する抗
体を使用しているため，加熱の影響をほとんど受けないことが確認されている． 
 以上の結果より，加熱抽出法は抽出液の調製を短縮できかつ抽出効率も良好なため，
非加熱で whole の「えび」および「かに」の測定に適した方法であると判断した． 
 
Table 2.3. Effect of heating on the determination of protein in crustaceans by the ELISA kit 
(n=2) 
a)
. 
Concentration of crustacean protein (ppm) 
Sample 
Heated sample
 b)
 Heating method
 c)
 
Extraction 
efficiency 
d)
 
(%) 
Black tiger prawn 
(Penaeus monodon) 
55,200 ± 695 51,300 ±  ,500 93 ± 1   
Whiskered velvet shrimp 
(Metapenaeopsis barbata) 
44,700 ± 139 45,500 ±  ,250 102 ± 1   
Cocktail shrimp 
(Trachysalambria curvirostris) 
42,300 ±  28 45,300 ± 1,000 107 ± 2   
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean.  
b) Sample was heated at 100℃ for 30 min. After being cooled to room temperature, the 
sample was extracted by the standard method. 
c) See Table 2・2. 
d) Extraction efficiency was expressed as the ratio of the value obtained with the heating 
method to that obtained with the heated sample. 
 
3．測定値低下が懸念される事例の検討 
3．1．測定値に対する鮮度の影響 
 甲殻類では頭胸部のプロテアーゼによる自己消化が起こる可能性があるので，甲殻
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類試料の鮮度も測定値に影響すると考えられた．そこで活きたクルマエビの whole 試
料を対照とし，これを種々の条件で保存した場合の加熱抽出法における測定値を比較
した（n=2）．試料の保存条件は，①活き締め後冷蔵保存で流通，②活き締め後すぐに
冷凍し解凍して流通，③活き締め後すぐに冷凍し一度解凍して小分けした後に再び冷
凍して流通のようなケースを想定し，7 条件（Table 2.4 参照）を設定した．温度条件は，
冷蔵は 4℃，冷凍は急速に冷凍するために－80℃とした．甲殻類 ELISA キットの測定
結果は Table 2.4 のとおりであり，冷蔵保存の期間と凍結解凍の回数が測定値に多少影
響することが判明した．また，凍結解凍後に冷蔵した場合，解凍時に発生するドリッ
プとともに頭胸部のプロテアーゼが筋肉に浸透し，反応性の大幅な低下が予想された
が，活き締め（活きた状態でホモジナイザーによる均一化処理）後に冷蔵保存した場
合と大きな差は認められなかった．これはプロテアーゼが低温では活性が低いことに
起因していると考えられた（Vonk et al., 1984; Galgani, 1986; Jiang et al., 1991）． 
 
Table 2.4. Effect of storage conditions on the determination of protein in kuruma prawn by the 
ELISA kit (n=2)
a)
. 
Storage condition of kuruma prawn 
Concentration of 
crustacean protein 
(ppm) 
Recovery 
b)
 
(%) 
No storage (live sample) 63,100 ±  ,995 100 
Keeping at 4℃ for one day 62,000 ± 2,140 98 ± 3 
Keeping at 4℃ for two days 49,100 ±  ,816 78 ± 1 
Freezing and thawing (once) 60,200 ±  ,965 95 ± 2 
Freezing and thawing (three times) 55,800 ±  ,953 89 ± 2 
Keeping at 4℃ for one day after freezing and thawing (once) 57,900 ±  ,470 92 ± 1 
Keeping at 4℃ for two days after freezing and thawing (once) 46,100 ±  ,472 73 ± 1 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean.  
b) The value with live sample was taken as 100%. 
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3．2．各種甲殻類加工品を用いた通常抽出法との比較 
生鮮甲殻類の whole 試料の場合，通常抽出法ではプロテアーゼによるトロポミオシ
ンの分解のため甲殻類 ELISA キットの測定値が著しく低下することが明らかになった．
甲殻類は whole で加工されることも多く，このような加工品においても非加熱の場合
は通常抽出法ではプロテアーゼの作用による測定値の低下が懸念される．そこで，8
種類の「えび」の加工品（すり身 3 種類以外は whole の加工品）を用いてこの点を検
討した．ホモジナイザーで均一化した加工品からそれぞれ通常抽出法と加熱抽出法で
試料抽出液を調製し，甲殻類 ELISA キットにおける測定値を比較した（n=2）．測定結
果を Table 2.5 に示した．通常抽出法による測定値の著しい低下は素干しのサクラエビ，
遠赤外線乾燥のアキアミ，沖漬けのホッコクアカエビで認められた．一方，釜揚げの
サクラエビ，釜揚げ後に干したクルマエビ，すり身の加工品では，通常抽出法と加熱
抽出法は同程度の測定値を示した． 
加工品の測定結果より，素干しのような非加熱の乾燥品や弱い加熱の遠赤外線乾燥
品ではプロテアーゼが失活せずに残存していると考えられた．データは省略するが，
加熱温度を 60，80，100℃で検討したとき，60，80℃では測定値の低下が抑えられない
という結果が得られている．プロテアーゼを失活させるには十分な加熱が必要である
と考えられた．沖漬けは活きたままホッコクアカエビを丸ごと醤油とみりんに漬けて
いる．このような高塩濃度下においても失活せずにプロテアーゼの活性が残存してい
ることが示唆された．また，加熱抽出法においても Table 2.2 の未加工のホッコクアカ
エビよりも低い測定値であった．これは漬けている間に受けたプロテアーゼの影響，
あるいは調味液中にトロポミオシンが溶出したためと考えられた． 
 抽出操作によって測定値が変動しなかった釜揚げのサクラエビや釜揚げ後に干した
クルマエビの場合，沸騰した湯に「えび」を入れて茹で上げる方法であるため，加工
工程における十分な加熱によりプロテアーゼが失活したと考えられた．すり身につい
ては，プロテアーゼの影響を受けにくい腹部筋肉のみを使用していることに加えて，
他の原材料によりプロテアーゼの活性が抑制されていることが考えられた．これまで
に卵白や小麦タンパク質がプロテアーゼ活性を抑制することが報告されており
（Weerasinghe et al., 1996; Eakpetch et al., 2008），用いたすり身には「えび」以外に，魚
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肉，小麦澱粉，卵や調味料が原材料として表示に記載されていた． 
 以上の結果より，非加熱甲殻類の whole 試料や甲殻類の whole の加工品のうち非加
熱または弱い加熱の製品の場合，甲殻類 ELISA キットで甲殻類タンパク質を測定する
ためには加熱抽出法を採用することが望ましいと考えられた．実際の食品検査におい
て，ロット管理を目的とした原材料検査で非加熱の「えび」や「かに」を whole で用
いる場合や，ミンチ肉や粉末加工品といった主に最終製品の中間原料として使用され
て外見では判別不可能な非加熱の「えび」や「かに」を含む恐れのある食品の検査を
行う場合に，加熱抽出法は適した方法と考えられた． 
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Table 2.5. Effect of extraction methods on the determination of protein in crustacean processed 
foods by the ELISA kit (n=2) 
a)
. 
Concentration of crustacean protein 
(ppm) Raw material Processing method 
Standard method 
b)
 Heating method 
c)
 
Sakura shrimp 
(Sergia lucens) 
Boiled 89,000 ± 2,580 86,000 ± 1,340 
Sakura shrimp 
(Sergia lucens) 
Dried (non-heated) 9 ±    ,0 33,300 ±   ,68 
Akiami paste shrimp 
(Acetes japonicus) 
Dried (FIR 
d)
) 370 ±    ,4 5,580 ±  ,170 
Kuruma prawn 
(Marsupenaeus japonicus) 
Boiled and dried 375,000 ± 2,450 403,000 ±  ,824 
Northern shrimp 
(Pandalus eous) 
Pickled in soy sauce 1,880 ±   ,80 17,800 ±  ,227 
Northern shrimp 
(Pandalus eous) 
Surimi (raw) 24,000 ±  ,425 24,500 ±  ,431 
Glass shrimp 
(Metapenaeopsis lata) 
Surimi (raw) 8,830 ±   ,22 9,590 ±   ,92 
Siba shrimp 
(Metapenaeus joyneri) 
Surimi (raw) 107,000 ±  380 113,000 ±  783 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
b, c) See Table 2.2. 
d) FIR: far infrared radiation dryer. 
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第 3章 頭足類検知 ELISA法の開発 
 
 軟体動物に分類される「いか」は一定の頻度で症例数が確認されており，アレルギ
ーの原因物質として重要であることから表示奨励品目に指定されている．しかし，食
品中の「いか」を精度よく検出する方法は確立されていない．「いか」を含む軟体動物
の主要なアレルゲンは甲殻類と同じくトロポミオシンであり，「いか」と甲殻類のトロ
ポミオシンのアミノ酸配列の相同性は 63～64%（Motoyama et al., 2006）とそれほど高
くないため，「いか」トロポミオシンに特異的な抗体を取得でき，甲殻類検知法と同様
に「いか」測定系の構築が可能と考えられた． 
 そこで，スルメイカのトロポミオシンを免疫原としてモノクローナル抗体の作製を
行い，その選択過程において頭足類，甲殻類，貝類のトロポミオシンとの反応性を指
標にしてクローンの選別を行うことで，頭足類トロポミオシンに特異的に反応するモ
ノクローナル抗体を取得した．さらに，得られたモノクローナル抗体をポリクローナ
ル抗体と組み合わせて食品中に含まれる頭足類を検知する方法の検討を行い，トロポ
ミオシンを測定対象タンパク質としたサンドイッチ ELISA 法を開発した． 
 
実 験 方 法 
 
 1．試 料 
 食品および加工食品はスーパーマーケットならびに市場で購入した．食品は，いか
類，たこ類，えび類，いせえび類，かに類，貝類，魚類，水産食品，生鮮肉類，食用
鳥卵，乳，穀類，豆類，野菜，果実，香辛料，ゼラチンの 66 種類を用いた（Table 3.2，
Table 3.3 参照）．加工食品は「いか」または「たこ」の原材料表示がある 8 種類と表示
のない 4 種類の計 12 種類を用いた（Table 3.5 参照）．モデル加工食品として，第 1 章
と同様の方法で調製したシュウマイ，クリームコロッケ，トマトソースを用いた． 
 2．トロポミオシンの精製 
2 種類の頭足類（マダコ：Octopus vulgare，スルメイカ：Todarodes pacificus），5 種類
の貝類（クロアワビ：Haliotis discus discus，エゾバイ：Buccinum middendorffi，アサリ：
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Ruditapes philippinarum，ホタテガイ：Patinopecten yessoensis，マガキ：Crassostrea gigas）
および 4 種類の甲殻類（ブラックタイガー：Penaeus monodon，ズワイガニ：Portunus 
trituberculatus，タラバガニ：Paralithodes camtschatica，ナンキョクオキアミ：Euphausia 
superba）のトロポミオシンは，第 1 章で述べた方法に準じて精製した．また，精製ト
ロポミオシンの純度も第 1 章で述べた SDS-PAGE 法により確認した． 
3．免疫原の調製 
スルメイカ精製トロポミオシンを用いて第 1 章で述べた方法で調製した． 
 4．抗体の作製 
 ウサギ（日本白色種，雌，体重 3.0 kg，高杉実験動物）に 0.6 mg/mL スルメイカ精
製トロポミオシン溶液 0.5 mL とアジュバント（Freund’s Adjuvant, Complete，Sigma）
0.5 mL を混合して作製したエマルジョン 1 mL を 0，2，4，6，8，10 週に皮下へ免疫
し，11 週間後に全採血することにより抗血清を取得した．抗血清を HiTrap Protein G HP
（1 mL，GE Healthcare）で精製してポリクローナル抗体を得た．モノクローナル抗体
の作製のためには，BALB/c マウス（雌，7 週齢，日本チャールス・リバー）に 1 mg/mL 
スルメイカ精製トロポミオシン溶液 0.1 mL，PBS（pH 7.4）0.35 mL，アジュバント
（Freund’s Adjuvant, Complete, Sigma）0.45mL を混合して作製したエマルジョン 0.9 mL
を 0，2，4 週間目に皮下へ免疫し，31 日後に脾臓細胞とマウスミエローマ細胞（P3U1，
DS Pharma Biomedical）を用いて，第 1 章の実験方法「4．抗体の作製」で述べた方法
に準じてハイブリドーマを作製した．ハイブリドーマの培養は 96 ウェルマイクロプレ
ートを用いて行い，培養上清のスクリーニングを 2 回に分けて実施した．1 次スクリー
ニングとして，精製トロポミオシンを用いた間接 ELISA 法を行った．使用したマイク
ロプレートは，スルメイカに対する反応強度を確認するために，2 µg/mL のスルメイカ
精製トロポミオシン溶液 50 µL を固相化した．また，交差反応性を確認するためにタ
ラバガニの精製トロポミオシン溶液（10 µg/mL，50 µL）を用いて抗原を固相化した．
固相化条件および測定操作は第 1 章で述べた方法で行った．2 次スクリーニングでは加
工および抽出操作を想定した条件における反応性の確認用として，未処理，SDS 溶液
処理（終濃度 0.5%，100℃，5 分），加熱･加圧処理（121℃，60 分）したスルメイカ精
製トロポミオシン（2 µg/mL）を固相化したマイクロプレートを，交差反応性の確認に
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は甲殻類（ブラックタイガー，ズワイガニ）および軟体動物（マダコ，ホタテガイ，
クロアワビ，アサリ，マガキ，エゾバイ）の精製トロポミオシン溶液（10 µg/mL）を
固相化したマイクロプレートを用い，1 次スクリーニングと同様に間接 ELISA 法を行
った．2 次スクリーニングで選択したクローンをマウス腹腔内で増殖させ，腹水を採取
した．採取した腹水より HiTrap Protein G HP にて精製し，精製モノクローナル抗体を
得た．さらに，モノクローナル抗体に第 1 章で述べた方法でペルオキシダーゼを標識
して酵素標識モノクローナル抗体を作製した． 
5．標準溶液の調製 
スルメイカの全身（外套膜，ひれ，腕）より採取した筋肉をホモジナイザーで均一
化し，凍結乾燥を行った．乾燥終了後，再びホモジナイザーで均一化して得たスルメ
イカ筋肉の粉末 0.1 g を 0.5% SDS，2% 2-メルカプトエタノール，0.5 mol/L NaCl，0.05 
mol/L KCl，1% Halt Protease Inhibitor Cocktail Kit（Halt Protease Inhibitor Cocktail + 0.5 
mol/L EDTA Solution，Thermo Fisher Scientific）を添加した 0.05 mol/L トリス塩酸緩衝
液（pH 7.4）20 mL と混合し，第 1 章で述べた方法に従って標準溶液原液を得た．標準
溶液原液のタンパク質濃度の測定および標準溶液原液の希釈（1～3 次希釈）も第 1 章
で述べた方法に準じて行った．ただし，3 次希釈液には 0.05% TritonX-100，0.5% BSA，
0.1% ProClin 300 を含む PBS（pH 7.4）を用いた． 
6．試料溶液の調製 
第 1 章で述べた方法と同様に行った． 
7．測定方法 
頭足類検知 ELISA 法の抗体固相化マイクロプレートは，抗体濃度で 20 µg/mL を含
む PBS（pH 7.4）100 µL によるポリクローナル抗体の固相化（4℃，15 時間），PBS（pH 
7.4）300 µL による洗浄（2 回），2% BSA，1% ポリビニルアルコール，0.1% ProClin 300
を含む PBS（pH 7.4）200 µL によるブロッキング（4℃，15 時間），洗浄液による洗浄
（2 回），最後に凍結乾燥を行って調製した．酵素標識モノクローナル抗体溶液（抗体
濃度 0.7 µg/mL；溶媒，0.1% Tween 20，2% BSA，0.1% ProClin 300 を含む 0.01 mol/L MOPS
緩衝液，pH 6.5），検体希釈液，洗浄液，酵素基質液および反応停止液の調製，測定操
作およびデータの解析は第 1 章で述べた方法で行った．  
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実験結果および考察 
 
1．検出系の構築 
ハイブリドーマ（2112 クローン）の 1 次スクリーニングの結果，スルメイカに強く
反応しタラバガニに反応しない 56 クローンを選択した．2 次スクリーニングの各種抗
原に対する反応性の比較では，1）スルメイカのみに反応（3 クローン），2）スルメイ
カとマダコに反応（3 クローン），3）頭足類と貝類に反応（49 クローン），4）頭足類
と甲殻類に反応（1 クローン）に分かれた．さらに 1），2）のクローンのうち，未処理，
SDS 変性，加熱･加圧変性したスルメイカトロポミオシンすべてに反応したクローンは，
1）では TP051 のみ，2）では TP056 のみとなり，頭足類に特異的かつ変性抗原にも良
好に反応するクローンは 2 クローンしか得られなかった（Fig. 3.1）． 
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Fig. 3.1. Comparison of reactivity for Japanese flying squid tropomyosin using indirect ELISA 
between TP051 and TP056 (n=1). Native : non-heated Japanese flying squid tropomyosin.; 
Denatured by SDS : Japanese flying squid tropomyosin solution containing 0.5% SDS was 
heated at 100℃ for 5 minutes.; Autoclaved : Japanese flying squid tropomyosin solution was 
autoclaved at 121℃ for 60 minutes. 
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 頭足類に特異的なクローンが少なかった理由について，魚介類アレルギー患者 IgE
血清において甲殻類，頭足類，貝類のトロポミオシンが抗原交差性を示すことが関連
していると考えられた（Leung et al., 1996; Ishikawa et al., 2001; Motoyama et al., 2006, 
2007; Emoto et al., 2009）．抗原交差性は，ブラウンシュリンプトロポミオシンで提唱さ
れた IgE 結合エピトープに相当する領域のアミノ酸配列が，各種甲殻類，頭足類，貝
類のトロポミオシンでもかなり保存されていることに起因している．IgE エピトープは
抗原性の高い領域であるので，得られたクローンの多くは IgE エピトープ領域を認識
し交差反応性を示したと推測された．今回，スクリーニングに交差反応性の高い甲殻
類や貝類のトロポミオシンを数多く用いることで，頭足類に特異的なクローンを見逃
すことなく取得することができた．取得した 2 クローンが測定系に適しているか評価
するために，未処理，SDS 溶液処理，加熱･加圧処理したスルメイカトロポミオシンに
対して良好に反応するポリクローナル抗体とのサンドイッチ ELISA 系で，軟体動物お
よび甲殻類の試料抽出液を用いた予備試験を行った．その結果，TP051 はスルメイカ
以外のいか類に反応しないことが判明した（Fig. 3.2）．一方，TP056 は調べた 5 種頭足
類のいずれにおいても反応性が認められた．頭足類トロポミオシンのアミノ酸配列の
相同性はお互いに 90%以上と非常に高いが，頭足類以外の軟体動物とは 70～80%，甲
殻類とは 60%程度で（Motoyama et al., 2006），頭足類間でのみ共通な領域が存在する．
そのため頭足類に特異的に反応する抗体が得られたが，いか類間でのみ共通な領域は
ほとんど存在しないことから，いか類のみに特異的でたこ類に反応しない抗体の取得
は困難と考えられた．ただし，「いか」と「たこ」で抗原交差反応性が確認されている
（三宅ら， 1987; Motoyama et al., 2006）ので，頭足類全般を検出する方法も有用であ
ると思われる．以上のスクリーニング結果より，頭足類全般に反応するモノクローナ
ル抗体 TP056（サブクラス IgG2，第 1 章で述べた方法で確認）を選択した． 
TP056 とポリクローナル抗体を用いたサンドイッチ ELISA 系は甲殻類検知 ELISA 法
と同様に，固相化抗体にモノクローナル抗体を用いて特異的に頭足類トロポミオシン
を捕捉し，酵素標識抗体に複数のエピトープを持つポリクローナル抗体を用いて感度
を重視した組み合わせで試薬の最適化を行い，実験方法「7．測定方法」に示した条件
で交差反応性を確認したところ，貝類と交差反応が認められた（Fig. 3.3）．この原因は，
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試薬の最適化による感度の上昇とともに，交差反応性も強くなったと考えられた．ま
た，交差反応は抗体を固相化していない状態においても確認され，貝類のタンパク質
成分が抗体を介さないで直接マイクロプレートに吸着し，酵素標識ポリクローナル抗
体と反応していると考えられた．そこで，ポリクローナル抗体を固相化し，頭足類に
特異性の高いモノクローナル抗体を酵素標識抗体に用いてサンドイッチ ELISA 系を構
築したところ，貝類との交差反応性を改善することができた（Fig. 3.3）．甲殻類検知
ELISA 法においては同様な交差反応が確認されていない．これは，頭足類と貝類のほ
うがトロポミオシンのアミノ酸配列の相同性が高いために交差反応性も強く起こって
いるためと考えられた．構築した頭足類検知 ELISA 法の標準曲線を標準溶液を用いて
作成したところ，Fig. 3.4 のような曲線となり，市販の食物アレルゲン検知 ELISA 法と
同等の 0.78～50 ng/mL の範囲で良好な反応性を示すことが確認できた（Matsuda et al., 
2006）． 
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Fig. 3.2. Comparison of reactivity for food extracts using sandwich ELISA between TP051 
and TP056 (n=1). 
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Fig. 3.3. Comparison of cross-reactivity for the shellfish extracts using two sandwich ELISA 
(n=2). Capture antibody/POD labeled antibody, MAb: monoclonal antibody, PAb: polyclonal 
antibody. 
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Fig. 3.4. Representative calibration curve using the cephalopod protein standard in the 
sandwich ELISA (n=3). 
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 2．検出限界 
 検出限界試験は第 1 章と同様にブランク（n=36），0.4，0.8，1.6，2.4，3.2，4.0 ng/mL 
の標準溶液（n=10）を用いて行った．ISO および IUPAC の定義に基づいてブランクの
標準偏差より検出限界を算出（ICH Steering Committee, 1996）したところ，0.6 ng/mL
であった．また，定量限界は 1.7 ng/mL であった．これは食品中の頭足類総タンパク質
濃度に換算すると検出限界 0.24 ppm，定量限界 0.68 ppm に相当する．食品中に含まれ
る特定原材料等は総タンパク質濃度で 10 ppm 以上の場合に表示が必要であることか
ら，食品中に含まれるアレルギー物質を検査する方法として十分な感度であると考え
られた．なお，以後の濃度の単位は，第 1 章と同様に希釈倍率を乗じた ppm を用いて
記述した． 
 3．再現性 
 頭足類総タンパク質濃度として 2.0，10.0 ppm の標準溶液を用いて測定（n=3）を 5
回ずつ行い，平均値と変動係数（CV）を算出して再現性を検討した．Table 3.1 に示す
ように測定値は目標値と同等の値を示し，同時再現性（5 回）は CV 値が 6.6%，2.5%，
日差再現性（3 日間）の CV 値は 9.1%で，いずれも 10%未満であったことから，良好
な再現性と判断した． 
 
Table 3.1. Precision of the sandwich ELISA using the cephalopod protein standard (n=3). 
Repeatability 
(n=5) 
 Daily reproducibility 
(n=3) 
Concentration 
(ppm) 
Mean (ppm) CV (%)  Mean (ppm) CV (%) 
2.0     2.2 6.6  NT 
a)
   NT 
a)    
 
10.0     9.7 2.5  9.3     9.1 
a) Not tested 
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4．交差反応性 
 11 種類の精製トロポミオシンに対する反応性は，第 1 章と同様に頭足類はタンパク
質濃度として 1 ppm 溶液，甲殻類および貝類はタンパク質濃度として 1,000 ppm 溶液
を用いて測定した（n=3）．得られた吸光度を用いて下記の式より交差率を算出した． 
 
各種精製トロポミオシンの吸光度 
交差率（%）= 100 × 
スルメイカ精製トロポミオシンの吸光度 
 
その結果，頭足類のマダコでは 96.4%，甲殻類および貝類では 0.1%未満の交差率で
あった（Table 3.2）．また，試料抽出液（65 検体）を用いた試験は，アレルギー症状を
誘発する抗原量の観点から一般的には総タンパク質濃度として数 ppm レベル以上で表
示が必要とされていることを考慮し，第 1 章と同様に 1 ppm をカットオフに設定して
評価を行った（n=2）．その結果，頭足類に分類されるいか類，たこ類の 10 検体はすべ
て測定上限（頭足類総タンパク質濃度として 20 ppm）を超える反応であった（Table 3.3）． 
一方，頭足類以外の 55 検体はすべて 1 ppm 未満で，偽陽性検体は認められなかった．
頭足類検知 ELISA 法は頭足類トロポミオシンに対して特異的に反応するモノクローナ
ル抗体を用いているので，良好な特異性が得られたと考えられた．また，前述したよ
うに，貝類との交差性を回避するために甲殻類検知 ELISA 法とは反対にモノクローナ
ル抗体を酵素標識抗体に用いてポリクローナル抗体と組み合わせて測定系を構築した
が，交差反応性の試験結果によりその効果を確認することができた． 
5．添加回収試験 
3 種類のモデル加工食品（シュウマイ，クリームコロッケ，トマトソース）を用いて
食品マトリックスの影響を検討するために添加回収試験を実施した（各試料はすべて 1 
ppm 未満であることを確認済み）．モデル加工食品の試料抽出液に標準溶液を頭足類総
タンパク質濃度として 10 ppm になるように添加して測定（n=2）した結果，回収率は，
シュウマイは 102.6%，クリームコロッケは 105.7%，トマトソースは 108.5%で，CV 値
は 0.9～6.9%であった（Table 3.4）．いずれの加工食品抽出液においても良好な反応性
を示し，マトリックスの影響を受けないことが確認された．
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Table 3.2. Reactivity levels of various tropomyosin samples in the sandwich ELISA (n=3) 
a)
. 
Sample Reactivity (%) 
b)
 
Squid 
Japanese flying squid 
(Todarodes pacificus) 
100.0 
Octopus 
Common octopus 
(Octopus vulgare) 
96.4 ± 3.6 
Disk abalone 
(Haliotis discus discus) 
<0.1 
Whelk 
(Buccinum middendorffi) 
<0.1 
Baby clam 
(Ruditapes philippinarum) 
<0.1 
Yesso scallop 
(Patinopecten yessoensis) 
<0.1 
Mollusk 
Shellfish 
Japanese oyster 
(Crassostrea gigas) 
<0.1 
Prawn 
Black tiger prawn 
(Penaeus monodon) 
<0.1 
Snow crab 
(Portunus trituberculatus) 
<0.1 
Crab 
Red king crab 
(Paralithodes camtschatica) 
<0.1 
Crustacean 
Krill 
Antarctic krill 
(Euphausia superba) 
<0.1 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
b) Reactivity (%) = 100 × (Absorbance of target tropomyosin/Absorbance of Japanese flying 
squid tropomyosin). 
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Table 3.3. Cross-reactivity of 65 foods samples in the sandwich ELISA (n=2). 
Sample 
Mean 
(ppm) 
Squid (6) : Japanese flying squid, firefly squid, golden cuttlefish, spear squid, 
bigfin reef squid, common cuttlefish 
>20 
Octopus (4)  :  Common octopus, ocellated octopus, giant octopus,  
chestnut octopus 
>20 
Shellfish (14) : Yesso scallop, baby clam, brackish water clam, blue mussell, 
hard clam, surf clam, geoduck, hen clam, Japanese oyster, disk abalone, 
blacklip abalone, horned turban, ivory shell, whelk 
<1 
Prawn, lobster (2) : Kuruma prawn, Japanese spiny lobster <1 
Crab (3) : Snow crab, Horsehair crab, red king crab <1 
Krill (4) : Antarctic krill <1 
Fish (20) : Silver salmon, Pacific mackerel, bigeye tuna, skipjack, Pacific cod, 
sardine, Pacific saury 
<1 
Roe (1) : Salmon roe <1 
Meat (3) : Chiken, beef, pork <1 
Egg (1) : Hen’s egg <1 
Milk (1) : Cow’s milk <1 
Grain (4) : Wheat, barley, rice, buckwheat <1 
Legume/nut/seed (5) : Soybean, azuki bean, peanut, walnut, sesame <1 
Vegetable (3) : Yam, tomato, spinach <1 
Fruit (5) : Orange, peach, apple, banana, kiwifruit <1 
Spice (4) : Cumin, cinnamon, nutmeg, thyme <1 
Other (1) : Gelatin <1 
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Table 3.4. Recovery from three model processed food extracts spicked with the cephalopod 
protein standard (n=2) 
a)
. 
Model processed food Spiking concentration (ppm) Recovery (%) 
Pork meatball dumpling 10.0 102.6 ± 5.0 
Creamy croquette 10.0 105.7 ± 0.7 
Tomato sauce 10.0 108.5 ± 3.9 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
 
6．市販加工食品における反応性 
加工の影響を調べるために，「いか」または「たこ」の原材料表示がある様々な加熱
方法の加工食品や酵素分解により偽陰性の恐れのある発酵食品などの市販加工食品 8
種類を用いて評価を行った．測定の結果（n=2），加工食品 8 種類ではすべて反応が確認
された（Table 3.5）．焼く，揚げるといった加熱処理が施されている加工食品もキムチ
の素といった発酵食品も十分に検出が可能であった．キムチの素は測定値が低かった
ことから，抽出操作中に酵素の影響を受けている可能性が考えられた．そこで，第 2
章で述べた加熱抽出法に従って調製した抽出液を用いて測定したが，やはり 7 ppm と
低値であった．よって，この場合の測定値が低い原因は当該加工品中の「いか」の含
有量が少ないためと判断した． 
一方，表示の無い加工食品 4 種類はすべて 1 ppm 未満であった．以上のことから，
本法は加熱･加圧変性トロポミオシンにも反応する頭足類に特異的なモノクローナル
抗体を選択したことにより，様々な加熱処理が施された加工食品においても十分に検
出が可能で，Table 3.3 の原材料レベルの食品と同様に良好な特異性であった． 
7．加熱抽出法の検討 
上述のイカフライについては，原材料中における「いか」の占める割合が高いにもか
かわらず，測定値は予想より低いと考えられた．加熱による測定値の低下が推測された
が，同様な加工が施されている揚げかまぼこは，「たこ」以外にも魚肉や野菜類が含まれ
ているにもかかわらず，イカフライより高値を示していた．このことから，イカフライ
で測定値が低かった原因は加熱処理以外（製造工程，原料）の要因が考えられた． 
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Table 3.5. Analysis of 12 commercial food samples for using the sandwich ELISA (n=2) 
a)
. 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
 
そのひとつとして，製造工程において，原材料に用いたイカの身を柔らかくするた
め，あるいは味付けのためなど何らかの液に浸漬するような処理が施されることによ
り，可溶性のタンパク質（Hoffman et al., 1981）であるトロポミオシンが処理液中に溶
出して測定値に影響した可能性が考えられた． 
一方，原料についても，イカ筋肉において自己消化の影響が報告（江原ら，1992; Ebina 
et al., 1995）されていることから，原料の保管中にトロポミオシンが分解されて測定値
が低下する恐れがあると考えられた．そこで，生のヤリイカとイイダコの筋肉部分を
試料に用いて冷蔵保存（3 日間）の影響を検討した．また，生の試料を用いることから
抽出操作中に自己消化の影響を受けることが懸念されたため，第 2 章で述べた加熱抽
出法も同時に実施した．Table 3.6 に示したように，ヤリイカの方が冷蔵保存による低
下が顕著に認められた．よって，イカの場合には特に，原料保管の影響を受けやすい
と考えられた．また，イカの肝臓には自己消化酵素を豊富に含んでいる（Hatate te al., 
Sample Mean (ppm) Label of cephalopod 
Fried food (squid) 15,400 ± 378  Squid 
Snack food A 333 ±   7  Squid 
Snack food B 158 ±   0  Squid 
Japanese rice cookie (squid) A 315 ±   5  Squid 
Japanese rice cookie (squid) B 647 ±   5  Squid 
Base of kimchi 6 ±   0  Squid 
octopus fritter 281 ±   3  Octopus 
Fried food (kamaboko containing octopus) 34,300 ±  35  Octopus 
Fried food (shrimp) <1        Non labeled 
Crab meat dumpling <1        Non labeled 
Gyoza (China dumpling) <1        Non labeled 
Fish sausage <1        Non labeled 
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2000）ことから，内臓を含んだ場合の自己消化の影響がさらに大きく測定に影響する
恐れがあるため，可食部と内臓を含む全身（whole）で第 2 章で述べた抽出操作の比較
を行った．その結果，whole 試料では通常の抽出方法において大幅な測定値の低下が認
められた（Table 3.7）．加熱抽出法における測定値は whole 試料が可食部の半分程度で
あるが，今回用いた whole 試料中のトロポミオシンが多く含まれる筋肉部分は可食部
の半分程度の重量であった．このため，加熱抽出法で得られた測定値は，自己消化の
影響を受けていない妥当な値と考えられた．よって，加熱抽出法は非加熱の頭足類を
whole で測定する原材料の検査や，イカの沖漬けのような非加熱の whole の加工品の測
定に有用と考えられた． 
 
Table 3.6. Effect of storage conditions on the determination of protein in cephalopods by the 
sandwich ELISA (n=2) 
a)
.  
Concentration of cephalopod protein  
(ppm) 
Sample 
(Muscle) 
Storage condition 
Standard method 
b)
 Heating method 
c)
 
No storage 23,800 ± 769   42,100 ± 3,680   
Spear squid 
Keeping at 4℃ for three days 16,800 ± 512   34,300 ± 1,360   
No storage 26,300 ± 259   34,100 ±  ,891   
Ocellated octopus 
Keeping at 4℃ for three days 28,800 ± 278   35,800 ± 1,380   
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
b) Sample and extraction buffer were shaken horizontally overnight (16 h) at room temperature. 
c) The mixture of sample and extraction buffer was heated at 100℃ for 30 min. 
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Table 3.7 Determination of protein in extracts from the whole body and muscle of spear squid 
by the sandwich ELISA (n=2) 
a)
.  
Concentration of cephalopod protein (ppm) 
Sample Storage condition 
Standard method 
b)
 Heating method 
c)
 
Muscle No storage 23,800 ± 769    42,100 ± 3,680    
Whole body No storage 2,280 ±  52    29,300 ±  ,635    
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
b, c) See Table 3・6. 
 
以上より，本研究で開発した頭足類トロポミオシンに対して特異的なモノクローナ
ル抗体を用いた頭足類検知 ELISA 法は，通知法に示されている試験室間バリデーショ
ンは実施していないが，感度および特異性は，市販の食物アレルゲン検知 ELISA 法と
同等であり，食品マトリックスの影響を受けず，市販加工食品に対する反応性も良好
であったことから，食品中に含まれる頭足類の検知法として有用であると判断された．
本法では「いか」と「たこ」の識別はできないが，この点に関しては今後 PCR 法によ
る確認試験が開発されて鑑別が可能となることを期待する． 
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第 4章 魚類検知 ELISA法の開発 
 
海外のアレルギー表示制度では多くの国が魚類全般を対象としている．一方，非常
に多様な魚種が流通している日本では，魚類のうちアレルギー発症例の多い「さけ」
と「さば」が表示奨励品目に指定されている．臨床現場では魚類アレルギー患者によ
っては食べることができる魚があるといわれているので，魚類と表示することによっ
て食品選択の幅を狭くすることにないようにという配慮である．魚類の主要アレルゲ
ンは筋形質タンパク質のパルブアルブミンである（Elsayed et al., 1971a, 1975）．パルブ
アルブミンは加熱に安定なタンパク質で魚類検知 ELISA 法の対象タンパク質として好
ましいと考えられるが，国内外において特定の魚種または魚類全般を測定する ELISA
法は実用化されていない．最近，タラのパルブアルブミンに対する抗体を利用した魚
類検知法が報告されているが，感度の点でやや不十分であるし，また加工食品に対す
る反応性も十分に検討されていない（Faeste and Plassen, 2008）． 
そこで本章では，マサバパルブアルブミンを免疫原に用いてモノクローナル抗体お
よびポリクローナル抗体を取得し，食品中に含まれる魚類の検知法として，パルブア
ルブミンを測定対象タンパク質としたサンドイッチ ELISA 法の開発を試みた．日本の
アレルギー表示制度の観点からサバ検知 ELISA 法を，諸外国の表示制度の観点から魚
類検知 ELISA 法を検討し，最終的に魚類検知 ELISA 法を選択した経緯と性能について
以下に述べる． 
 
実 験 方 法 
 
 1．試 料 
試験に用いた 115 種類の食品（魚類，えび類，いせえび類，かに類，その他の甲か
く類，いか類，たこ類，貝類，両生類，水産食品，生鮮肉類，海藻類，食用鳥卵，乳，
穀類，豆類，野菜，果実，きのこ類，香辛料，茶，ゼラチン：Table 4.2，Table 4.3 およ
び本文を参照），37 種類の市販加工食品（Table 4.4 参照）はスーパーマーケットならび
に市場で購入した． 
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2．パルブアルブミンの精製 
9 種類の魚類（マサバ：Scomber japonicus，ウナギ：Anguilla japonica，マイワシ：
Sardinops melanostictus，マアジ：Trachurus japonicus，ブリ：Seriola quinqueradiata，チ
ダイ：Evynnis japonica，カツオ：Katsuwonus pelamis，メバチ：Thunnus obesus，ヒラメ：
Paralichthys olivaceus）および 1 種類の両生類（ウシガエル：Rana catesbeiana）の筋肉
を試料とし，ゲルろ過クロマトグラフィー，逆相 HPLC によりパルブアルブミンを精
製した（Shiomi et al., 1998; Hamada et al., 2003）．また，抗体作製用に Hamada ら（2004b）
の方法に従ってリコンビナントマサバパルブアルブミンを調製した．得られた 11 種類
のパルブアルブミンは，タンパク質量を一定にして第 1 章で述べた方法で SDS-PAGE
を行い，純度を確認した． 
3．免疫原の調製 
リコンビナントマサバパルブアルブミンを用いて第 1 章で述べた方法で調製した． 
4．抗体の作製 
ウサギ（日本白色種，雌，体重 3.0 kg，高杉実験動物）に 0.6 mg/mL リコンビナン
トマサバパルブアルブミン溶液 0.5 mL とアジュバント（Freund’s Adjuvant, Complete，
Sigma）0.5 mL を混合して作製したエマルジョン溶液 1 mL を 0，2，4，6，8 週に皮下
へ免疫し，10 週間後に全採血することにより抗血清を取得した．抗血清を HiTrap 
Protein G HP で精製してポリクローナル抗体を得た．さらに，ポリクローナル抗体に第
1 章で述べた方法でペルオキシダーゼを標識して酵素標識抗体（POD-MAC）を作製し
た． 
モノクローナル抗体の作製のためには，BALB/c マウス（雌，7 週齢，日本チャール
ス・リバー）に 0.25 mg/mL リコンビナントマサバパルブアルブミン溶液 0.4 mL とア
ジュバント（Freund’s Adjuvant, Complete，Sigma）0.5mL を混合して作製したエマルジ
ョン溶液 0.9 mL を 0，10，20，30 日に皮下へ免疫し，35 日後に脾臓細胞とマウスミエ
ローマ細胞（P3U1，DS Pharma Biomedical）を用いて，第 1 章の実験方法「4．抗体の
作製」で述べた方法に準じてハイブリドーマを作製した．ハイブリドーマを 2112 ウェ
ルに分注して培養を行い，培養上清を用いて間接 ELISA 法を用いたスクリーニングを
実施した．使用したマイクロプレートは，9 種類の魚類（マサバ，ウナギ，マイワシ，
マアジ，ブリ，チダイ，カツオ，メバチ，ヒラメ）に対する反応強度を確認するため
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に，第 1 章で述べた方法で SDS 溶液処理した 2 µg/mL の精製パルブアルブミン溶液 50 
µL を固相化した．また，交差反応性を確認するために，ウシガエルは 100 µg/mL の精
製パルブアルブミン溶液 50 µLを用いて過剰に抗原を SDS溶液処理の後に固相化した．
固相化条件および測定操作は第 1 章で述べた方法で行った．スクリーニングで選択し
た 19 クローンをマウス腹腔内で増殖させ，腹水を採取した．採取した腹水より HiTrap 
Protein G HP にて精製し，精製モノクローナル抗体を作製した．  
5．標準溶液の調製 
マアジの筋肉をホモジナイザーで均一化し，凍結乾燥を行った．乾燥終了後，再び
ホモジナイザーで均一化して得たマアジ筋肉の粉末（標準粉末）0.1 g を 0.5% SDS，2% 
2-メルカプトエタノール，0.5 mol/L NaCl，1% Halt Protease Inhibitor Cocktail Kit（Halt 
Protease Inhibitor Cocktail + 0.5 mol/L EDTA Solution，Thermo Fisher Scientific）を添加し
た 0.05 mol/L トリス塩酸緩衝液（pH 7.4）20 mL と混合して第 1 章で述べた方法に準じ
て標準溶液原液を得て，タンパク質濃度が 50 ng/mL となるように適宜希釈して標準溶
液を調製した．ただし，1 次希釈液には 0.15 mol/L NaCl，1 mmol/L CaCl2 を含む 0.02mol/L 
トリス塩酸緩衝液（pH 7.3），2 次希釈液には 0.15 mol/L NaCl，0.2% BSA，1 mmol/L CaCl2，
0.1% ProClin 300 を含む 0.02mol/L トリス塩酸緩衝液（pH 7.3），3 次希釈液には 0.15 
mol/L NaCl，0.1% BSA，0.01% Triton X-100，1 mmol/L CaCl2，0.1% ProClin 300 を含む
0.02mol/L トリス塩酸緩衝液（pH 7.3）を用いた． 
6．試料溶液の調製 
第 1 章で述べた方法で行った． 
7．モデル加工食品の作製 
 魚類総タンパク質濃度で 10ppm となるように 5 種類のモデル加工食品（野菜チキン
スープ，豚肉シュウマイ，白がゆ，クリームコロッケ，鶏肉団子）を作製した．各種
モデル加工食品の原材料について，野菜チキンスープは，魚類の原材料表示のない市
販品および標準粉末，豚肉シュウマイは，豚肉，タマネギ，ゴマ油，生姜，でん粉，
食塩，醤油，小麦粉および標準粉末，白がゆは，米，水および標準粉末，クリームコ
ロッケは，ジャガイモ，タマネギ，コーン，牛乳，バター，小麦粉，でん粉，パン粉
および標準粉末，鶏肉団子は，鶏肉，卵，長ネギ，生姜，でん粉，塩，醤油および標
準粉末を用いて，日本水産（株）のレシピに従って製造した． 
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8．測定方法 
魚類検知 ELISA 法の測定試薬として，抗体濃度で 20 µg/mL を含む PBS（pH 7.4）を
用いてポリクローナル抗体を固相化し，PBS（pH7.4）300 µL で洗浄を 2 回行った後，
1% BSA，0.5% ポリビニルアルコール，0.1% ProClin 300 を含む PBS（pH 7.4）でブロ
ッキングし，洗浄液で 2回洗浄後に凍結乾燥を行って抗体固相化プレートを作製した．
酵素標識抗体溶液には 0.7 µg/mL POD-MAC，0.25% デオキシコール酸ナトリウム，
0.01% TritonX-100，1% BSA，0.1% ProClin 300 を含む 0.01 mol/L MOPS 緩衝液（pH 7.0）
を，検体希釈液には 0.1% BSA，0.01% Triton X-100，1 mmol/L CaCl2，0.1% ProClin 300
を含む 0.02 mol/L MOPS 緩衝液（pH 8.2）を用いた．洗浄液，酵素基質液および反応停
止液の調製，測定操作およびデータの解析は第 1 章で述べた方法で行った． 
9．確認試験 
試料抽出液に対する反応の解析には，ウェスタンブロット法（WB 法）を確認試験
として行った．ブロッティング装置に Mini-PROTEAN Ⅱ Cell（Bio-Rad Laboratories），
トランスファーバッファーに 10％メタノールを含む NuPAGE Transfer Buffer
（Invitrogen），メンブレンに Immobilon（Millipore），泳動用電源装置に Bio-Rad 3000Xi 
Computer Controlled Electrophoresis Power Supply（Bio-Rad Laboratories）を用いた．ブ
ロッティング用のゲルは，試料抽出液 5 µL に PBS（pH 7.4）10 µL，LDS Sample Buffer 
（Invitrogen）5 µL を混合後，沸騰水浴中で 10 分間加熱変性し，10 µL を各ウェルにア
プライし，第 1 章の実験方法「2．トロポミオシンの精製」で述べた方法に準じて
SDS-PAGE を行った．泳動後のゲルの上にメンブレンを重ねてブロッティング装置に
セットし，150 mA で 1 時間ブロッティングした．ブロッティング後のメンブランは，
ブロッキング液（0.15 mol/L NaCl，0.1% BSA，0.05% Tween 20 を含む 0.02 mol/L トリ
ス塩酸緩衝液，pH 7.3）に浸して 4℃で 16 時間ブロッキングを行った．その後，ブロ
ッキング液を除き，ポリクローナル抗体溶液 10 mL（抗体濃度 5 µg/mL，ブロッキング
液を用いて調製）に浸して 37℃で 1 時間反応させた．0.15 mol/L NaCl，0.05% Tween 20
を含む 0.02 mol/L トリス塩酸緩衝液，pH 7.3（TBST）で 5 回洗浄後，酵素標識抗体溶
液（1 µg/mL アルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG，Biosource，ブロッキン
グ液を用いて調製）10 mL と 37℃で 1 時間反応させた．再度 TBST で洗浄後，0.3 mg/mL 
p-ニトロブルーテトラゾリウムクロリド，0.15 mg/mL 5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリル
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リン酸 p-トルイジン塩を含む 0.1 mol/L トリス塩酸緩衝液（pH 9.5）を 10 mL 添加し常
温で 30 分間反応させ，精製水で洗浄して反応を停止した． 
 
実験結果および考察 
 
1．検出系の構築 
9 種類の魚類およびウシガエルの精製パルブアルブミンを用いて間接 ELISA 法によ
るハイブリドーマのスクリーニングの結果，マサバのみに反応するクローンも魚類全
体に反応するクローンも得られなかったが，サンドイッチ ELISA 法で特異性が変わる
ことも考えられたため反応性の異なる 19 クローンを選択した（Table 4.1）．一方，ポリ
クローナル抗体を用いた間接 ELISA 法における評価では魚類全体に反応性を示した．
これらの結果より，サバ検知 ELISA 法はマサバパルブアルブミンに対して反応性が強
く，交差反応の少ない 8 クローン（MPA10，15，17，18，20，29，45，47）を選択し
て精製モノクローナル抗体を得て，モノクローナル抗体同士の 64 通りの組合せ試験よ
りマサバパルブアルブミンに対して強く反応し，交差反応の少ない 3 通りの組み合わ
せ（固相抗体/標識抗体：MPA18/MPA20，MPA20/MPA45，MPA20/MPA47）を選択した．
また，魚類検知 ELISA 法はポリクローナル抗体の組合せを選択してサンドイッチ
ELISA 系を作製した．両検知法を魚類パルブアルブミンで評価したところ，サバ検知
ELISA 法はマサバ以外の魚類との交差反応が認められた（Fig. 4.1）． 
一方，魚類検知 ELISA 法については，魚種間の反応性の差があるものの試験したす
べての魚種に反応性を示した（後述）．マサバと他の魚類とのパルブアルブミンのアミ
ノ酸配列の相同性は 60～70%程度（Hamada et al., 2003）と比較的高いが魚類共通の領域
が少ないことから，魚類全体に反応するポリクローナル抗体の方が作製しやすかった
と考えられた．アレルギー表示制度では魚類という表示は認められていないが，将来
的には確認試験の PCR 法が構築されて鑑別できる可能性がある．さらに，諸外国の米
国，EU，オーストラリア，ニュージーランドでは魚類の表示が求められている点も考
慮し，本研究では魚類検知 ELISA 法を選択した．魚類検知 ELISA 法の標準溶液を用い
て作成した標準曲線は Fig. 4.2 のような曲線となり，市販の食物アレルゲン検知 ELISA
法と同等の 0.78～50 ng/mL の範囲で良好な反応性を確認した（Matsuda et al., 2006）．
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Fig. 4.1. Comparison of cross-reactivity for the parvalbumins in three sandwich ELISA using 
monoclonal antibodies (n=1). Capture antibody/POD labeled antibody. 
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Fig. 4.2. Representative calibration curve using the fish protein standard in the sandwich 
ELISA (n=3). 
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 2．検出限界 
 検出限界試験は第 1 章と同様にブランク（n=36），0.4，0.8，1.6，2.4，3.2，4.0 ng/mL 
の標準溶液（n=10）を用いて行った．ISO および IUPAC の定義に基づいてブランクの
標準偏差より算出（ICH Steering Committee, 1996）した結果，検出限界は 0.6 ng/mL，
定量限界は 1.8 ng/mL であった．これは食品中の魚類総タンパク質濃度に換算すると検
出限界 0.24 ppm，定量限界 0.72 ppm に相当する．通知法における表示の基準値は総タ
ンパク質で 10 ppm であることから十分な感度であると考えられた．なお，第 1 章と同
様に，以後の濃度の単位は希釈倍率を乗じた食品中に含まれる魚類総タンパク質濃度
である ppm を用いて記述した． 
 3．再現性 
 5 種類のモデル加工食品の抽出液を用いて測定を行い（n=2），平均値と変動係数（CV）
を算出して再現性を検討した（標準粉末が未添加の試料では，1 ppm 未満を確認済み）．
Table 4.2 に示すように回収率は 64～82%，同時再現性（10 回）は CV 値が 1.2～8.1%，
日差再現性（6 日間）は CV 値が 8.1～9.5%といずれも 10%未満であることから，良好
な再現性と判断した．  
 
Table 4.2. Precision of the sandwich ELISA using five model processed food (n=2). 
CV(%) 
Model processed 
food 
Concentration 
(ppm) 
Mean 
(ppm) 
Recovery 
(%) 
Repeatability 
(n=10) 
Daily reproducibility 
(n=6) 
Vegetable and chicken soup  10.0 7.9 79 1.6 8.1 
Pork meatball dumpling 10.0 8.2 82 1.2 8.1 
Rice gruel 10.0 7.9 79 2.4 8.3 
Creamy croquette 10.0 6.4 64 8.1 9.0 
Chicken meatball 10.0 7.4 74 6.0 9.5 
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4．交差反応性 
 精製パルブアルブミンに対する反応性を評価するために，各種パルブアルブミンを
0.078～250 ng/mL となるように検体希釈液を用いて濃度を調整して測定した（n=2）．
得られた吸光度より各種パルブアルブミンにおける標準曲線を 4 係数ロジスティック
解析より作成した．さらに解析により得られた各種パルブアルブミンにおける回帰
式：y= {(A-D)/[1+(x/C)B]}+D（A：吸光度が最大となる濃度 D：吸光度が最小となる
濃度 C：吸光度が中間となる濃度 B：傾き）を用いて次式より交差率を算出した． 
 
マサバパルブアルブミンの C 値 
交差率（%）= 100 × 
比較対象のパルブアルブミンの C 値 
 
その結果，魚類間では 22.6～99.0%，ウシガエルとは 1.2%の交差率であった（Table 
4.3）．また，食品抽出液（111 検体）を用いた試験（n=2）では，魚類 22 検体にはすべ
て反応した（Table 4.4）．一方，魚類以外の 89 検体について，アレルギー症状を誘発す
る抗原量の観点から，第 1 章と同様に 1 ppm をカットオフして評価を行った結果，頭
足類，魚卵の 7 検体で 1.2～3.8 ppm の偽陽性が確認された（Table 4.5）．他の 82 検体
は 1.0 ppm 未満であった．偽陽性が認められた頭足類の食品抽出液 3 種類（ヤリイカ，
アオリイカ，モンゴウイカ）を用いて WB 法による確認試験を行った．その結果，広
範囲にバンドが認められたことから，魚類検知 ELISA 法はポリクローナル抗体のみで
構築したため，他の検知法と比較して特異性が低く複数のタンパク成分と交差反応を
起こしたと考えられた（Fig. 4.3 ）．しかしながら，7 検体の偽陽性反応はすべて表示
の必要性を判断する基準値 10 ppm 未満であったことから，魚類検知 ELISA 法は魚類
パルブアルブミンの検出に対して十分な特異性をもつと判断した． 
各種魚類の抽出液における反応性に関して，魚類間で 4～46,100 ppm と反応性に大
きな差が認められたが，これは各種パルブアルブミンに対する反応性の差と各種魚類
におけるパルブアルブミンの含有量の差に起因すると考えられた（Kobayashi et al., 
2006; Kuehn et al., 2010）．パルブアルブミンに対する反応性の差は，これまでの報告で
IgE 結合エピトープが魚種ごとに特有である可能性が示唆されている（Yoshida et al., 
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2009）ことから，得られた抗体の反応性にも影響していると考えられた．魚類のパル
ブアルブミンの含有量の差について，魚種間で測定可能な範囲で 500 倍以上異なる場
合もあることから，反応性の差に大きく影響していると考えられた（Kuehn et al., 2010）．
含有量の影響はメバチにおいて顕著であり，Table 4.3 の交差率は 99.0%と高い反応性
だが，Table 4.4 では 183 ppm と他の魚類と比較して低値であった．また，アブラツノ
サメが最も低い結果であったが，タラアレルギー患者を対象とした 17 魚種を用いた皮
膚テストにおいてサメはアレルゲン性が最も低かった報告と一致しており，本法はア
レルゲン性と相関する可能性が示唆された（de Martino et al., 1990）． 
 
Table 4.3. Reactivity levels of various parvalbumin samples in the sandwich ELISA (n=2). 
Sample RC50 (ng/mL)
 a)
 Reactivity (%)
 b)
 
Fish 
Pacific mackerel (Scomber japonicus) 6.6          100.0       
Bigeye tuna (Thunnus obesus) 6.7          99.0       
Horse mackerel (Trachurus japonicus) 9.2          72.1       
Skipjack (Katsuwonus pelamis) 9.4          70.7       
Yellowtail (Seriola quinqueradiata) 10.0          66.2       
Crimson sea bream (Evynnis japonica) 11.5          57.9       
Sardine (Sardinops melanostictus) 15.6          42.6       
Japanese eel (Anguilla japonica) 20.2          32.9       
Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) 29.4          22.6       
Amphibia 
Bullfrog (Rana catesbeiana) 550.9          1.2       
a) RC50 is concentration of analyte giving a 50% response. 
b) Reactivity (%) = 100 × (RC50 of Pacific mackerel parvalbumin/RC50 of target 
parvalbumin). 
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Table 4.4. Cross-reactivity of the 22 species of fish in the sandwich ELISA (n=2) 
a)
. 
Sample Mean (ppm) 
Spiny dogfish (Squalus acanthias) 4, ±    ,0     
Conger eel (Conger myriaster) 2,980 ±   ,20     
Sardine (Sardinops melanostictus) 22,600 ±   , 0     
Pacific herring (Clupea pallasii) 24,300 ±   ,14     
Capelin (Mallotus villosus) 19,900 ±   ,86     
Silver salmon (Oncorhynchus kisutch) 43,800 ±  ,482     
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 35,900 ±  ,549     
Pacific cod (Gadus macrocephalus) 46,100 ±  ,574     
Pacific saury (Cololabis saira) 315 ±   ,11     
Red gurnard (Chelidonichthys spinosus) 4,460 ±   ,15     
Yellowtail (Seriola quinqueradiata) 13,300 ±  ,396     
Horse mackerel (Trachurus japonicus) 33,960 ± 1,452     
Japanese whiting (Sillago japonica) 8,860 ±  ,145     
Red sea bream (Pagrus major) 10,600 ±   ,84     
Sailfin sandfish (Arctoscopus japonicus) 14 ±    ,0     
Cutlass Fish (Trichiurus lepturus) 102 ±    ,0     
Pacific mackerel (Scomber japonicus) 1,620 ±   ,48     
Skipjack (Katsuwonus pelamis) 2,770 ±   ,50     
Bigeye tuna (Thunnus obesus) 183 ±   , 9     
Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) 18,400 ±   ,57     
Rock sole (Pleuronectes mochigarei) 5,820 ±   ,30     
Japanese file fish (Stephanolepis cirrhifer) 9,590 ±  ,180     
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
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Table 4.5. Cross-reactivity of the 89 foods in the sandwich ELISA (n=2). 
Sample Mean (ppm) 
Shrimp/prawn (2) : Kuruma prawn, northern shrimp <1 
Lobster (1) : Japanese spiny lobster <1 
Crab (3) : Snow crab, Chinese mitten crab, red king crab <1 
Other varieties of crustacean (3) : Japanese mantis shrimp, Antarctic krill, 
ribbed barnacle 
<1 
Octopus, squid (8) : Common octopus, ocellated octopus, giant octopus (1.3 ppm)
 a)
, 
chestnut octopus (3.8 ppm)
 a)
, Japanese flying squid, spear squid (1.2 ppm)
 a)
,  
bigfin reef squid (1.3 ppm)
 a)
, common cuttlefish (2.4 ppm)
 a)
 
<1-3.8 
Shellfish (13) : Yesso scallop, baby clam, brackish water clam, blue mussell, 
hard clam, surf clam, geoduck, hen clam, Japanese oyster, disk abalone,  
blacklip abalone, horned turban, ivory shell 
<1 
Other varieties of seafood (3) : Japanese common sea cucumber, Salmon roe (2.8 ppm)
 a)
, 
cod roe (1.9 ppm)
 a)
 
<1-2.8 
Meat (3) : Chiken, beef, pork <1 
Seaweed (5) : Sea mustard, kelp, hiziki, mozuku, ego-nori <1 
Egg (1) : Hen’s egg <1 
Milk (1) : Cow’s milk <1 
Grain (8) : Wheat, foxtail millet, barnyard millet, barley, rye, oat, rice, buckwheat <1 
Legume/nut/seed (8) : Soybean, kidney bean, azuki bean, peanut, walnut, almond, 
cashew nut, sesame 
<1 
Vegetable (7) : Yam, tomato, spinach, onion, green bean, eggplant, cabbage <1 
Fruit (5) : Orange, peach, apple, banana, kiwifruit <1 
Mushroom (2) : Mushroom, hen of the woods <1 
Spice (10) : Curry powder, cumin, rosemary, paprika, cinnamon, nutmeg, thyme, 
chile pepper, wasabi, oriental mustard 
<1 
Tea (5) : Black tea, rose hip tea, green tea, oolong tea, coffee <1 
Other (1) : Gelatin <1 
a) Seven samples including five cepahlopods and two fish roes were weakly positive with a value range of 
1.2-3.8 ppm. 
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Fig. 4.3. Western blotting of extracts from three species of cephalopods. 1, spear squid ; 
2, bigfin reef squid ; 3, common cuttlefish 
 
5．市販加工食品の測定 
市販加工食品 37 種類（魚類の表示がある 21 種類，表示の無い 16 種類）を用いて魚
類検知 ELISA 法を評価した（Table 4.6）．表示のある 21 種類は，異なる加熱処理が行
われている加工食品や酵素分解により偽陰性の恐れのある発酵食品より選択した．測
定の結果，21 種類のうち 18 種類で 1～1,850 ppm の反応性が確認された（n=2）．反応
しなかった 3 種類は発酵食品 2 種類（魚醤 1，酒盗）とコラーゲンパウダーであった．
醤油などの大豆発酵食品では微生物が産生する酵素の作用によって原料に含まれるタ
ンパク質が分解されてアレルゲン性が低減することが知られている（Kobayashi et al., 
2004）．このことから，魚類加工食品においても発酵中に酵素によってパルブアルブミ
ンがアミノ酸レベルまで分解されて，反応しなかったと考えられた．発酵食品の中で
反応性が認められた魚醤 2 は酵素による分解の程度に差がありエピトープが残ってい
たと考えられた．また，コラーゲンパウダーは魚類由来タンパク質であるものの，製
造工程中にパルブアルブミンを含む他の魚類タンパク質は除去されたため反応しなか
ったと考えられた． 
反応性の認められた加工食品の中では，ちくわ，かまぼこ，魚肉ソーセージなどの
98 
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魚肉練り製品の間で 100 倍程度，缶詰の間で 10 倍程度の差が認められた．魚肉練り製
品の製造では水さらしという工程が含まれている．水さらしは，練り製品の加熱ゲル
形成を阻害するタンパク質の除去を目的としており，この工程中に水に可溶性の高い
パルブアルブミンは除かれていると予想された（濱田ら，2000）．さらに水さらしの回
数などの工程は製造メーカーによって異なるため測定値に差が生じたと考えられた．
缶詰においては，製造メーカーによって下茹で処理を行っているため，下茹でした煮
汁にパルブアルブミンが溶出している影響と考えられた． 
一方，表示の無い 16 種類は 13 種類が 1 ppm 未満であった．偽陽性の 3 種類はイカ
煎餅，タコ焼き，タラコパスタソースで 1.4～4.2 ppm の反応が確認された．頭足類と
魚卵が含まれる加工食品で弱い反応が認められたものの，他の魚類表示のない加工食
品ではすべて 1 ppm 未満であったことから，魚類検知 ELISA 法の交差反応性は，Table 
4.4 の原材料レベルの試験と同様の傾向であり，市販加工品の試験においても良好な特
異性を示すと判断した． 
6．発酵食品における加熱抽出法の検討 
 上述の市販加工食品の測定において，発酵食品で低値または 1 ppm 未満の結果であ
ったが，この原因が発酵過程における酵素によるパルブアルブミンの分解だけでなく，
抽出操作中に分解が起こっていることも考えられた．そこで，第 2 章で述べた加熱抽
出法と通常の抽出法との比較を行った．試料には上述の市販加工食品 3 種類と新たに 4
種類の魚類発酵食品を追加した 7 種類を用いた．その結果，魚醤や酒盗では測定値に
変化は認められなかった．魚醤や酒盗は発酵過程の酵素の影響を強く受けてアミノ酸
レベルまでパルブアルブミンが分解されていると考えられた（Table 4.7）．魚醤 2 は発
酵を止めるために加熱などの処理が行われていると考えられた．一方，アンチョビは，
通常の抽出法と比較して加熱抽出法では 70 倍以上高い測定値が得られた．アンチョビ
の製造方法をメーカーのホームページで確認したところ，塩濃度が高いため細菌の繁
殖を抑えられることから，加熱処理は行っていないことが判明した．そのため，酵素
活性が残っており，通常の抽出法では抽出操作中に酵素によってパルブアルブミンが
分解されていると考えられた．よって，発酵食品の一部では抽出操作中に測定値が低
下する場合があることから，加熱抽出法の使用が望ましいと考えられた． 
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Table 4.6. Analysis of various commercial food samples for using the sandwich ELISA (n=2) 
a)
. 
Sample Mean (ppm) Label of fish 
Fish sauce 1 <1       Fish extract 
Fish sauce 2 10 ±  0  Fish 
Shuto (salted tuna guts) <1       Tuna 
Collagen powder <1       Fish collagen peptide 
Seafood noodle 26 ±  0  Fish meat, seafood extract 
Kamaboko (steamed fish paste) 1,640 ± 43  Fish meat (cod, threadfine bream, red bigeye) 
Chikuwa 1 (tubular kamaboko) 791 ± 25  Fish meat (cod) 
Chikuwa 2 (tubular kamaboko) 1,850 ±  4  Fish meat  
Chikuwa 3 (tubular kamaboko) 524 ±  3  Fish meat  
Fish sausage 1 19 ±  0  Fish meat (atka mackerel, threadfine bream, cod) 
Fish sausage 2 106 ±  3  Fish meat (atka mackerel, cod, sailfin sandfish) 
Fish sausage 3 19 ±  0  Fish meat (goatfish, atka mackerel, cod) 
Fish sausage 4 798 ± 12  Fish meat (atka mackerel, lizardfish ) 
Base of soup 10 ±  0  Dried bonito flakes powder 
Dried bonito flakes 127 ±  1  Bonito flakes 
Furikake (rice seasoning) 399 ± 12  Salmon extract, salmon, dried bonito flakes 
Canned fish 1 18 ±  0  Atlantic salmon 
Canned fish 2 257 ±  5  Mackerel 
Canned fish 3 11 ±  0  Yellowfin tuna 
Pasta sauce (tuna) 2 ±  0  Boiled tuna 
Rice gruel 163 ±  1  Red salmon, salmon extract 
Cookie <1       Non labeled 
Snack food (shrimp) <1       Non labeled 
Japanese rice cookie (shrimp) <1       Non labeled 
Japanese rice cookie (squid) 1 ±  0  Non labeled 
Octopus fritter 2 ±  0  Non labeled 
Canned crab <1       Non labeled 
Hamburg steak <1       Non labeled 
Dressing <1       Non labeled 
Beef curry <1       Non labeled 
Worcester sauce  <1       Non labeled 
Pork meat dumpling <1       Non labeled 
Croquette <1       Non labeled 
Pasta sauce (carbonara) <1       Non labeled 
Pasta sauce (cod roe) 4 ±  0  Non labeled 
Fried food (noodle) <1       Non labeled 
Fried food (oyster) <1       Non labeled 
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
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Table 4.7. Effect of extraction methods on the determination of protein in fish processed 
products by the sandwich ELISA (n=2) 
a)
. 
Concentration of fish protein (ppm) 
Sample 
Standard method 
b)
 Heating method 
c)
 
Fish sauce 1 <1           <1           
Fish sauce 2 10 ± 0       9 ± 0       
Fish sauce 3 <1           <1           
Fish sauce 4 <1           <1           
Shuto (salted tuna guts) <1           <1           
Shuto (salted skipjack guts) <1           <1           
Anchovy 5 ± 0       360 ± 4       
a) Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
b) Sample and extraction buffer were shaken horizontally overnight (16 h) at room temperature.
c) The mixture of sample and extraction buffer was heated at 100℃ for 30 min. 
 
 7．加熱の影響 
 加熱の影響を調べるために，標準粉末を 240 ppb となるように水で溶解し，100℃ま
たは 121℃で 5，15，30，60 分間加熱した．室温で冷却後，検体希釈液を用いて 2 ppm
に調整し，魚類検知 ELISA 法で測定した（n=3）．未処理の標準液に対する回収率は，
5，15，30，60 分の順に 100℃で 91.6，92.5，94.5，85.3%，121℃では 76.5，60.2，35.6，
17.9%であった（Table 4.8）．パルブアルブミンは熱に安定なタンパク質であるため長
時間の加熱でも反応性への影響はほとんど認められなかったが，高温加熱･加圧条件
（121℃）では反応性が低下した．加熱・加圧処理された魚肉缶詰ではアレルゲン性が
低下するという報告（Bernhisel-Broadbent et al., 1992）もあることから，加熱に対して安
定なパルブアルブミンも高温加熱･加圧により立体構造の変化，凝集による不溶化，低
分子化などの変性が生じて反応性が低下したと推測された．本検討で加熱・加圧の影
響が確認されたが，缶詰やレトルト食品などの加熱・加圧処理された市販加工食品で
はすべて反応性が確認され，魚類検知 ELISA 法は加熱加工食品に適用可能と判断した．
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Table 4.8. Effect of heating on the determination of 5 ppm fish protein solution using 
the sandwich ELISA (n=2) 
a)
. 
Recovery (%) 
b)
 
Time 
100℃ 121℃ 
 5 minutes 91.6 ± 1.3 76.5 ± 0.9 
15 minutes 92.5 ± 0.2 60.2 ± 5.1 
30 minutes 94.5 ± 1.1 35.6 ± 4.5 
60 minutes 85.3 ± 0.3 17.9 ± 6.0 
a)Values were reported as mean ± standard error of the mean. 
b) Recovery (%) = 100 × (Absorbance of heated fish protein solution/ 
Absorbance of non-heated fish protein solution). 
 
7．3施設における試験室間バリデーションの検討 
3 施設（日水製薬株式会社，日本水産株式会社，東京海洋大学）における試験室間バ
リデーションを通知法（厚生労働省. アレルギー物質を含む食品の検査方法について，
別添 5 アレルギー物質を含む食品の検査方法を評価するガイドライン. 平成 18 年 6 月
22 日付け食発第 0622003 号厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知）に準じて実施し
た結果，回収率 69.4～84.8%，併行精度（RSDr），1.2～3.3%，室間精度（RSDR）は 3.1
～10.5%であった（Table 4.9）．本ガイドラインに示されている試験施設数は 8 施設以
上であるため施設数は足りないものの，基準（回収率 50～150%，室間精度 25%以下）
を満たしており，良好な精度であると考えられた． 
 以上の結果より，本研究で開発した魚類パルブアルブミンに対するポリクローナル
抗体を用いた魚類検知 ELISA 法は，感度と再現性は良好であること，魚類以外の食品
とは交差反応が低いこと，加熱の影響を受けにくいこと，通知法に準じた試験室間バ
リデーションにおいて精度が良好なことから，食品中に含まれる魚類の検知法として
有用と考えられた． 
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Table 4.9. Results of the interlaboratry study for the sandwich ELISA (n=3). 
Model processed food 
Concentration 
(ppm) 
Mean 
(ppm) 
Recovery 
(%) 
Repeatability 
(RSDr, %) 
Reproducibility 
(RSDR, %) 
Vegetable and chicken soup 10.0 7.7 77 1.5 3.1 
Pork meatball dumpling 10.0 8.5 85 3.3 10.5  
Rice gruel 10.0 7.9 79 1.2 4.5 
Creamy croquette 10.0 6.9 69 2.3 4.9 
Chicken meatball 10.0 7.2 72 2.4 4.7 
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総 合 考 察 
 
丸井ら（2003）の調査によると，アレルギー表示制度が利用されるにつれて，食物
アレルギー患者とその家族らから，「はじめからあきらめていたものが食べられる機会
が多くなった」，「食物アレルギーに対する誠実な対応をする企業への信頼度が増した」
などの意見が得られたことが確認されている．アレルギー表示制度が開始されて 10 年
あまりが経過し，さらに表示制度を有効に活用することで，食品選択の幅が広がりつ
つある．また，諸外国においてもアレルギー表示制度が広まっているが，基準値は設
定されていない．最近，日本の基準値をもとに閾値の検討が開始され，食物アレルゲ
ン検知法の評価方法が報告されていることから（Abbott et al., 2010），国内のみならず
国外においても食品表示の重要性が増して適切な検知法の利用が増々高まっていくと
考えられる． 
日本における食物アレルゲン検知法について，項目では卵，乳，小麦のような農産
物の検査が多く利用されている（富士経済，2009）．これらのアレルギーの特徴として
は乳幼児で多いが，成長とともに食物アレルギーの症状を呈さなくなることが多い（中
村ら，2002）．一方，魚介類は成人で多く，耐性が得られにくいため，食品選択の制限
が一生続くこともある．また，魚介類は見た目で含有がわかりやすいことから，魚介
類アレルギー患者の誤食が少ないために原因食物の順位が低く実際にはもっと多くの
患者が存在している可能性もあり，見かけより重視する必要があると考えられる． 
このような背景のもとに本研究では，わが国における重要なアレルギー原因食品で
ある魚介類の適切な表示を行うための信頼性ある試験法として，サンドイッチ ELISA
に基づいた魚介類検知法（甲殻類検知 ELISA 法，頭足類検知 ELISA 法，魚類検知 ELISA
法）を検討した．本論文の最後にあたり，本研究で得られた知見をまとめるとともに，
魚介類検知法に関する今後の課題を述べたい．
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1．本研究成果のまとめ 
1．1．甲殻類検知 ELISA法 
ブラックタイガーからの精製トロポミオシンを免疫原として，甲殻類トロポミオシ
ンに特異的に反応するモノクローナル抗体を作製し，甲殻類検知 ELISA 法を確立した．
本法は，甲殻類トロポミオシンとは全般的に反応し，頭足類，貝類トロポミオシンと
の交差率は 0.1%未満であった．また，食品全般においても甲殻類以外で反応は認めら
れなかった．検出限界は甲殻類総タンパク質として 0.16 ppm であり，食品表示に求め
られる数 ppm レベルの測定に十分な感度であった．再現性も CV 値 10%以下であった
ことから良好と判断した．また，市販加工食品においても甲殻類の原材料表示のある
食品のみに反応性を示した．さらに，試験室間バリデーションを実施して通知法にお
ける基準を満たす十分な精度であることを確認した．よって，本法は甲殻類検知 ELISA
法として使用可能であると考えられた．また，ELISA 法と同一の抗体の組み合わせに
よるイムノクロマト法も検討し，定量性，感度の点で ELISA 法に劣るものの，迅速簡
便な方法であることを確認した． 
頭胸部を含む非加熱の甲殻類を甲殻類検知 ELISA 法で測定したとき，頭胸部に多く
含まれるプロテアーゼの影響により抽出操作中に測定対象タンパク質のトロポミオシ
ンが分解されて反応性が低下することが判明した．そこで，プロテアーゼの影響を回
避するための検討を行い，頭胸部を含む非加熱の甲殻類を測定する際の抽出方法（加
熱抽出法）を確立した．また，甲殻類加工品の測定結果から，頭胸部を含む非加熱の
甲殻類，または加熱が不十分な甲殻類が使用されている食品（乾燥品を含む）の測定
においては，加熱抽出法が適していることを明らかにした．加熱抽出法は非加熱の甲
殻類を含む恐れのある食品の検査を行う場合に有用な方法と考えられた． 
1．2．頭足類検知 ELISA法 
 スルメイカ精製トロポミオシンを免疫原として，頭足類トロポミオシンに特異的に
反応するモノクローナル抗体を作製し，頭足類検知 ELISA 法を確立した．本法では，
頭足類トロポミオシンとは全般的に反応したが，甲殻類および貝類トロポミオシンと
の交差率は 0.1%未満であった．また，食品全般においても頭足類以外で反応は認めら
れなかった．検出限界は頭足類総タンパク質濃度で 0.24 ppm であり，食品表示に求め
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られる数 ppm レベルの測定に十分な感度であった．再現性も CV 値 10%未満であった
ことから良好と判断した．さらに，市販加工食品においても頭足類の原材料表示のあ
る食品のみに反応性を示した．今後，試験室間バリデーションによる精度の確認が必
要なものの，本法は頭足類トロポミオシンに対して特異的であり，頭足類検知 ELISA
法として基本性能を満たしていると考えられた． 
 1．3．魚類検知 ELISA法 
 リコンビナントマサバパルブアルブミンを免疫原として，魚類パルブアルブミンに
対して特異性の高いポリクローナル抗体を作製し，魚類検知 ELISA 法を確立した．本
法では，魚類パルブアルブミンとは全般的に反応したが，ウシガエルパルブアルブミ
ンとの交差率は 1.2%であった．また，食品全般においても魚類以外で表示の基準値で
ある 10 ppm を超える反応は認められなかった．検出限界は魚類総タンパク質濃度で
0.24 ppm であり，食品表示に求められる数 ppm レベルの測定に十分な感度であった．
再現性も CV 値 10%未満であり良好と判断した．市販加工食品においては発酵食品や
パルブアルブミンが含まれない食品では検知が困難であったが，加熱食品においては
原材料表示のある食品にすべて反応性を示した．さらに，3 施設による試験室間バリデ
ーションを行い，良好な精度を確認した．本法は魚類パルブアルブミンに対して特異
性が高く，魚類検知 ELISA 法として有用であると考えられた． 
2．今後の課題 
2．1．甲殻類検知 ELISA法 
甲殻類検知 ELISA 法は，非加熱甲殻類の測定では抽出方法を使い分ける必要がある
が，“ FA テスト EIA-甲殻類「ニッスイ」 ”として実用化されて広く食品検査に用いら
れるようになった．実用化後の本法に関する問い合わせの多くは，エキスなどの分解
物に対する反応性に関する内容が多く，偽陰性を懸念するユーザーが多いと推測され
た．本法は，加工の影響を受けにくい抗体を使用したことにより，市販加工食品にお
いてエキスに対して良好な反応性が確認されているが，エピトープが切断されてしま
った場合は偽陰性は避けられない．このように性能上の限界があるが，プロテアーゼ
の種類や分解度の差による測定値への影響について傾向が解明できれば，測定値への
影響の傾向をユーザーへ情報提供することで，さらに測定結果に対する適正な判断が
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可能と考えられる．また，本法と甲殻類アレルギー患者血清の 8 種類の甲殻類エキス
に対する反応性には相関性があることが確認されている（宇理須，2006）ことから，
甲殻類を含む食品のアレルゲン性を評価するツールとしての使用も期待される．例と
して，低アレルゲン化食品の評価にアレルギー患者血清の代わりに用いることができ
れば，アレルギー患者の負担が軽減でき，一律に多くの食品の評価が可能となる． 
また，甲殻類検知 ELISA 法の測定対象タンパク質であるトロポミオシンは，甲殻類
間でアミノ酸配列の相同性が高いため「えび」および「かに」を特異的に検知できる
反面，表示上は偽陽性のオキアミなどの「その他の甲かく類」と交差反応を起こす．
一方，確認試験の PCR 法は「えび」，「かに」の鑑別が可能であるが，PCR 法による増
幅に加えて制限酵素消化を行うことが必要，カニ PCR 法はシャコと交差反応性を示す
ためシャコ PCR 法での確認が必要（田口ら，2011）などの手間を要するため，特異性
の高い抗体を用いて「えび」および「かに」を鑑別する ELISA 検知法が確立できれば
労力の省力化につながる．しかし，本法を検討した際に，第 1 章実験結果および考察
「1．検出系の構築」で述べたえび類，ざりがに類，かに類には強く反応するがナンキ
ョクオキアミへの反応性は弱い（十脚目に特異性が高い）クローンについても予備的
に検討したところ，SDS 変性，加熱･加圧変性の甲殻類トロポミオシンに対して非常に
弱い反応性であった（データは省略）．このことから，特異性を重視し過ぎて抗体を選
択すると，立体構造が変化するような変性した抗原に対して反応性が弱いと考えられ
る．本法は，定量スクリーニング検査に用いられることから見逃さないことが重要と
考えて，偽陰性の少ない測定系を目標として構築した．本法の測定結果と製造記録の
確認などを組み合わせて適切に判断して表示を行うことが望まれる．オキアミについ
ては，現在は知見が乏しいことから表示の対象外であるが，エビアレルギー患者血清
を用いた検討でオキアミとの交差反応性の報告（Nakano et al., 2008; Motoyama et al., 
2008）もあり，さらに知見が蓄積されることで表示を見直す可能性もある．表示が見
直された場合は，甲殻類全般に反応する本法はさらに有用性が増すと考えられる．今
後の甲殻類アレルギーの臨床研究による交差反応性の解明や分子生物学的研究による
エピトープの解析など新たな進展を望むとともに，表示だけでなくアレルゲン性評価
など甲殻類検知 ELISA 法が幅広く応用されていくことを期待している． 
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2．2．頭足類検知 ELISA法 
頭足類検知 ELISA 法は，感度，特異性，再現性は実用化されている食物アレルギー
検知 ELISA 法と同等であることが確認できているが，精度については未検討であるた
め試験室間バリデーションで評価する必要がある．また，頭足類も甲殻類と同様に自
己消化による反応性の低下が認められたことから，非加熱で全身丸ごとの状態で測定
に用いる場合は加熱抽出法が有用である．加工食品においては，今回検討した発酵食
品（キムチの素）では測定値の低下は認められなかったが，今後も発酵食品や自己消
化の影響を受けやすい塩辛や沖漬けなどの加工食品のデータを蓄積して加熱抽出法の
必要性を判断する必要がある． 
過去 3 回（平成 13～14 年，17 年，20 年）の即時型食物アレルギー全国モニタリン
グ調査における原因食物の順位について，「いか」は 14，20，17 位と一定の頻度で確
認されているが，「たこ」は平成 13～14 年の 23 位以外は症例が確認されていない（海
老澤，2004；海老澤，2006；今井，2009）．しかし，頭足類（いか類，たこ類）間での
トロポミオシンのアミノ酸配列の相同性は 92～96%と非常に高く（Motoyama et al., 
2006），交差反応性も確認されていることから（三宅ら，1987; Motoyama et al., 2006），
アレルゲン性以外の原因で症例数が少ないと考えられる．主な要因としては，「たこ」
を含む食品はたこ焼きなど見た目で判断しやすいため誤食を回避しやすいことが考え
られた．第 2 章実験結果および考察「6．市販加工食品における反応性」で用いた市販
加工食品においても「たこ」が含まれる加工食品は見た目で「たこ」の含有を判断で
きるが，「いか」を含む加工食品はイカ煎餅など見た目では判断が困難な場合も確認さ
れた．また，「たこ」の方が自己消化の影響を受けにくかったことからアレルゲン性を
維持しやすい恐れもある．このようなことから，症例数のみの判断だけではなく，実
際の加工食品において，摂取した場合のアレルギー発症のリスクについて考慮が必要
と考えられる．このようなアレルゲン性のリスクについて一律に評価するツールとし
て頭足類検知 ELISA 法の利用が期待される．ただし，頭足類検知 ELISA 法と頭足類ア
レルギー患者血清との相関性については未検討であるため，相関性データの蓄積が当
面の課題である． 
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2．3．魚類検知 ELISA法 
魚類検知 ELISA 法は，試験室間バリデーションの機関数が足りていないが，目標性
能を満たすと考えられ，最終的な確認として通知法に準拠した試験室間バリデーショ
ンを行う必要がある．また，魚類においても甲殻類の小エビと同様に小魚は全身を原
料とする場合が想定され，アンチョビ，鮒ずし，へしこなど非加熱の発酵食品も多種
類あることから，原料中のプロテアーゼが残存する可能性があり，抽出操作に注意が
必要と考えられる．今回の検討において，アンチョビで加熱抽出法の有用性が確認さ
れたことから，今後も非加熱魚類や発酵食品のデータを蓄積して加熱抽出法と通常の
抽出方法の使い分けを精査する必要がある． 
魚類検知 ELISA 法の反応性は，魚肉練り製品や缶詰ではアレルゲン性が低下したと
いう報告（濱田ら，2000；Bernhisel-Broadbent et al., 1992）と同様の傾向であり，第 102 回
日本食品衛生学会で報告した際に「魚肉すり身のパルブアルブミン含量の測定に使用
したい」という要望もあったことから，表示だけでなく魚類のアレルゲン性の評価ツ
ールとしても有用と考えられる．現在のアレルギー表示制度においては，魚類のうち
「さけ」，「さば」のみが表示の対象であるが，「あじ」，「ぶり」，「まぐろ」もほぼ同様
の頻度で症例が確認されており（海老澤，2004；海老澤，2006；今井，2009），魚類ア
レルギー患者の健康危害を防ぐには魚類全般でアレルゲン性を評価する必要がある．
今後，様々な魚種や魚類加工食品における魚類アレルギー患者血清との相関性の検討
が必要と考えられる．このような検討から，アレルゲン性にはパルブアルブミンの含
有量，魚種，加工方法などが，どのように影響するのか解明をしていきたい． 
さらに，魚類アレルギーでは，パルブアルブミンだけでなくコラーゲンも重要なア
レルギー物質であることが報告されている（Hamada et al., 2001）．コラーゲンは日本の
魚類アレルギー患者の 1/3 程度が認識すると予想されるマイナーアレルゲンで，コラ
ーゲンをアレルゲンとする患者の多くは，パルブアルブミンにも同時に認識すること
が多いが，コラーゲンのみに反応する患者も存在する（Sakaguchi et al., 2000; Hamada et 
al., 2001）．このため構築した魚類検知 ELISA 法ではコラーゲンは検出できないため，
意図せずに魚類コラーゲンが食品に混入した場合は，魚類アレルギー患者に大きなリ
スクとなることが想定される．今後，魚類アレルギー患者が適切な食品の選択が行え
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るよう魚類コラーゲンの検知法の開発も必要である．筋肉中に含まれるコラーゲンは
ほとんどが I 型コラーゲンであり，アミノ酸配列に-Gly-X-Y-（X と Y は Gly 以外のア
ミノ酸）の繰り返し構造をもつことから抗体の作製が魚類コラーゲン検知法の課題で
ある．しかし，ウシやブタのゼラチンの検知法の報告もあることから，魚類コラーゲ
ン検知法の構築も可能と考えられる（Doi et al., 2009）． 
魚類アレルギー患者が安心な食生活を送るには，これらの検知法の充実，アレルゲ
ン性との関連性の検証などのデータの蓄積が望まれる． 
2．4．食物アレルゲン検知法の展望 
実用化されている食物アレルゲン検知 ELISA 法は，過去にも抽出効率の改善が行わ
れる（丸井ら，2003）など，より適正な検査法となるよう必要に応じて適宜見直しが
行われている． 
現在の食物アレルゲン ELISA 検知法の改善点としては，毒物が含まれている抽出液
および標準品の管理･保管･廃棄などの取り扱い方法が挙げられる．これは，平成 20 年
7 月からの 2-メルカプトエタノールおよびこれを含有する製剤の毒物指定に伴い，2-
メルカプトエタノールを含有する抽出液および標準品も毒物および劇物取締法の規制
を受けることになったためである．今回，検討した魚介類検知法も 2-メルカプトエタ
ノールを使用した抽出液および標準品を使用しているので，取り扱いやすさの改善と
して毒物を使用しない改良が必要と考えられる．現在，2-メルカプトエタノールの代
わりに亜硫酸ナトリウムを用いて調製した抽出液および標準品が検討されており（宇
理須ら，2010），甲殻類検知 ELISA 法で検討中であるので改善を図っていきたい．また，
検査時間がかかることも課題であり，食品から試料抽出液の調製を行う抽出操作と食
物アレルゲン検知 ELISA 法による試料抽出液の測定操作を合わせると 2 日間を要する．
今回，甲殻類検知 ELISA 法で検討した加熱抽出法を加工食品の測定に応用して，短時
間化を可能とするための検討を行っていきたい．  
将来の食物アレルゲン検知法の展望としては，検知法の簡便で迅速かつ高感度な方
法が公定法として採用されることが望まれる．今回検討した ELISA 法は高感度で定量
が可能な反面，操作が煩雑で測定操作に慣れが必要である，測定操作のみでも 3 時間
を必要とするため迅速性にも欠けるなどの欠点がある．一方，イムノクロマト法は簡
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便で迅速性に優れるが，定性検査であるため反応の強さを厳密に比較できない，目視
による判定であるため測定者によって結果が異なる場合がある，感度も ELISA 法に劣
るなどの欠点がある．現在，水晶発振子を用いたバイオセンサー法（宇理須ら，2006）
など機器による測定法で感度および迅速性に優れた方法が検討されているが，特殊で
高価な機器を使用する場合が多く，定量性および簡易性にも課題があり，実用化には
さらなる検討が必要である．また，食品には様々な種類があり，マトリックスの影響
が大きいため，このような点も考慮しながら，新たな食品検査法の可能性を検討する
必要がある． 
自主検査においては，より簡便で誰でもどこでも手軽に行える検査方法が必要と考
えられる．現在のイムノクロマト法においても抽出操作ではミキサーや遠心分離機が
必要であり，食物アレルギー患者が家庭ですぐに検査できる試薬ではない．自主検査
における最も簡便な方法は，リトマス試験紙のように対象食品に直接浸けてすぐにア
レルゲン性の有無を判断できることが理想と考える．今後，理想に少しでも近づいた
簡便な方法を開発していきたい． 
食物アレルギーの検査は，様々な食品，工程管理や最終製品の評価など様々な検査
の状況があることから，用途にあった検査方法を適切に使用していく必要がある．種々
の状況に応じたそれぞれの検査方法が，より適正な方法となるよう今後も改良や新規
開発を進めていくことが必要である． 
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